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The proposal relates to an ultra-sensitive process for detecting reverse transcriptase (RT) activity in three steps. In the first 
step the material to be examined is processed placing a template primer combination in a reaction mixture and using the RT ac- 
tivity in the processed material to be examined to prepare a nucleic acid to be multiplied in a given nucleic acid amplification pro- 
cess in such a way that such a substance can be produced only if there is RT activity in the material to be examined. In the second 
step, the nucleic acid to be increased is amplified to provide an amplification product. In the third step, the amplification product 
is analyzed and identified. The sensitivity increase as against prior art RT assays is increased by an order of several millions, thus 
facilitating the ultra-sensitive detection of RT activity and hence the detection of all retroviruses and all other retro-elements 
which contain or express active RT. The process is important in the diagnosis of infections and diseases caused thereby in hu- 
mans, animals and plants. Screening and typing kits are proposed for examination and diagnosis. 
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(57) Zusammenfassung Es wird ein ultraseasitives Verfahrea zum Nachweis von Reverser Transcriptase (RT) Aktivitat vor- 
geschlagen, welches sich in drei Schritte gliedert: im ersten Schritt wird das Untersuchungsmaterial aufgearbeitet, indem in eineni 
Reaktionsgemisch eine Template-Primer- Kombination vorgelegt wird und die im aufgearbeiteten Untersuchungsmaterial vorhan- 
dene RT-Aktivitat so zur Bereitstellung einer in einem bestimmten Nukleinsaureamplifikationsverfahren zu vermehrenden Nuk- tlL 
leinsaure verwendet wird, dass eine solche ausschliesslich dann bereitgestellt wird, wenn im Untersuchungsmaterial RT-AktLvitatyi?^ 
vorhanden ist; im zweiten Schritt wird die zu vermehrende Nukleinsaure amplifiziert, wobei ein Amplifikationsprodukt erzeugt' 
wird. Im dritten Schritt wird das Amplifikationsprodukt anaiysiert und identifiziert; gegenuber herkommlichen RT- Assays wird 
eine Sensitivitatssteigerung in der Grossenordnung von mehreren Millionen erreicht, wodurch der ultrasensitive Nachweis von 
RT-Aktivitat ermoglicht wird, und damit der Nachweis aller Retroviren sowie aller anderen Retroelemente, die aktive RT enthal- 
ten Oder exprimieren. Das Verfahren ist von Wichtigkeit fur die Diagnose von Infektionen und Krankheiten^ die durch diese bei 
Mensch, Tieren und Pflanzen verursacht werden, Fiir Forschung und Diagnostik werden Screening- und Typisierungs-Kits vorge- 
schlagen- 
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vf Verfahren zum Nachweis Reverser Transcriptase 

t 

Die Erfindung befasst sich mit Verfahren zum ultrasensitiven 
Nachweis von Enzymen des Typs der Reversen Transcriptase (RNA-abha- 
ngige DNA-Polymerase Oder Deoxynucleosidcriphospat :DNA deoxynucleo- 
tidyl transferase) in einem Untersuchungsmaterial , Die Erfindung 
umfasst auch Screening Kits zum Nachweis von Enzymen des Typs der 
Reversen Transcriptase mitteis dieser Verfahren sowie Typisierungs- 
kits, welche die Reverse Transcriptase Aktivitat einem bestimmten 
Agens oder einer Gruppe von Agentien mit bestimmten gemeinsamen 
Herkmalen zuordnen. 



Reverse Transcriptase (im folgenden als RT bezeichnet) ist ein 
obligatorischer Bestandteil reifer Virionen replikationskompetenter 
Retroviren (Baltimore D. Nature 1970;226:1209-1211; Temin HM und 
Mizutani S, Nature 1970;226:1211-3) . Enzyme mit zumindest teilweise 
ahnlichen Aktivitaten konnen aber auch in verschiedenen anderen 
Retrolementen, die nicht der Familie der Retroviren angehoren, 
vorkommen. Zu diesen Retroelementen gehoren einerseits die 
retrovirusahnlichen Elemente (retrovirus-like elements) mit den 
Untereinheiten Retrotransposons, Pararetroviren (Caulimoviren und 
Hepadnaviren) und LINE-Elemente, andererseits die nicht-retrovirus- 
ahnlichen Elemente (non-retrovirus-like elements) wie mitochon- 
driale Plasmide oder msDNA (fur eine kurzliche Uebersicht uber 
Retroelemente 5. Ricchetti M. Bull Inst Pasteur 1991;89:147-58). 
Die Erfindung beschreibt daher auch Verfahren zum ultrasensitiven 
Nachweis aller Retroviren sowie aller anderen Retroelemente, die 
aktive RT enthalten oder exprimieren. RT sind Enzyme, welche 
aufgrund einer vorgegebenen Template-RNA (Substrat) die dazu 
komplementare DNA (cDNA) herstellen (RNA-abhangige DNA-Polymera- 
sen) . Als Produkt dieser Reaktion, welche als reverse Transkrip- 
tionsreaktion (RT-Reaktion) bezeichnet wird, entsteht eine 
RNA/cDNA-Heteroduplex . Retrovirale RT besitzen als weitere 
Aktivitat eine RNase H-Funktion, Schliesslich besitzen sie auch 
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DNA-abhangige DNA-Poiymerase Aktivitac. Eine Uebersicht uber die 
Eigenschaften der retroviralen Reversen Transcriptasen findet sich 
bei H. Varmus und R. Swanstrom: Replication of Retroviruses. In RNA 
Tumor Viruses, 2. Auf lage . R. Weiss, N. Teich, H. Varmus, J. 
Coffin, Hrsg. Cold Spring Harbor Laboratory 1984 und 1985, Kapitel 
5 und S5. 



Die existierenden Tests zum Nachweis von RT beruhen genereli auf 
der RNA-abhangigen DNA-Synthese . Als naturliche Vorlage (Template) 
fur das Enzym fungiert die in den Virionen vorhandene 70S genomi- 
sche RNA, doch konnen synthetische homopolymere RNA 10 bis IGOOfach 
effizienter verwendet werden. Voraussetzung fiir das Zustandekommen 
der RT-Reaktion, sei die Template-Nukieinsaure homo- oder heteropo- 
lymer, ist die Anwesenheit eines geeignecen RT-Primers. Natiirli- 
cherweise ist dies eine fur das jeweilige Virus charakteristische 
tRNA, doch werden in diagnostischen RT Assays ublicherweise Oligo- 
deoxyribonucleotide als Primer eingesetzt. Als Template-Primer-Kom- 
bination werden heute vorwiegend synthetische Homopolymere des Typs 
poly (rA)-oligo{dT) verwendet. Da diese auch von verschiedenen 
eukaryotischen DNA-Polymerasen verwendet werden kann, wird auch 
haufig das von diesen nicht verwendbare poly CrC) -oligo (dG) einge- 
setzt. Dieses kann aber immer noch von gewissen prokaryotischen 
DNA-Polymerasen verwendet werden. Diese Enzyme konnen sogar heterc- 
polymere RNA-Templates effizient verarbeiten (Gerard GF and Grand- 
genett DP. Retrovirus Reverse Transcriptase. In Molecular Biology 
of RNA Tumor Viruses, JR Stephenson Hrsg, Academic Press, New York, 
1980, Kapitel 9) . 

Ein heute bekanntes Standardverf ahren zum Nachweis von RT kann so 
beschrieben werden: Als Substrat wird ein poly-rA (bzw. poly-rC) 
Homopolymer verwendet, an welches ein synthetisches Deoxyribonu- 
kieotid-Oligomer dT (bzw. dG) von etwa 12-24 Einheiten Lange als 
Primer hybridisiert wurde. Das die RT enthaltende- Untersuchungsma- 
terial wird nach geeigneter Aufbereitung in ein Reaktionsgemisch 
gegeben, in welchem die Template-Primer-Kombination, ^H-markiertes 
Nukleosidtriphosphat dTTP (bzw. dGTP) , ein geeignetes divalentes 
Kation (Mg** oder Mn**) , sowie moglicherweise weitere die Reakcion 
unterstutzende Substanzen in einem geeigneten Puffersystem verge- 
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geben sind. Nach Inkubation iiber eine geeignete 2eit und Temperatur 
wird die Reaktion gestoppt und die gebildete Heteroduplex durch 
Zugabe von Trichloressigsaure prazipitiert und auf einen Filter 
transferiert . Der getrocknete Filter wird in Szintillat ionsf lussig- 
keit gegeben und die inkorporierte Radioaktivitat mittels Flussig- 
szintillationstechniken gemessen (s. PS-US 3,755,086/ ahnliche 
Techniken wurden aber auch beschrieben durch Poiesz B et al . , Proc. 
Natl Acad Sci USA 1980/77:1415; Hoffmann AD et al . , Virology 1985; 
147:326 sowie verschiedenste weitere Autoren) . Modif ikationen des 
Assays, welche zu leicht erhohter Sensitivitat und/oder leichterer 
Durchfiihrbarkeit fiihren und/oder gewisse andere Vorteile haben 
mogen, umfassen die Verwendung anderer Isotopen [z.B. ^^S, ^^P, oder 
Gamma-Strahler (s. z.B. PCT Application WO 90/06373)], nichrradio- 
aktiv markierter Nukleosidtriphosphate, die Verwendung eines auf 
einem Trager immobilisierten Substrats (z.B. EP Application 
90106847.8 vom 10.4,90), oder die Verwendung von ELISA-Formaten 
(z.B. Eberle J et al.. Reverse transcriptase activity measured by 
ELISA, Abstract M.A. 1084, VII International Conference on AIDS, 
Florence 16-21, June 1991) . 

Selbst bei Verwendung von synthet ischen homopolymeren Templates 
sind die heutigen RT Assays von geringer analytischer Sensitivitat, 
wenn sie mit anderen Methoden zum Nachweis von Retroviren vergli- 
chen werden. Dies wird dadurch illustriert, dass fiir den Nachweis 
von RT"Aktivitat in mit Human Immundef iciency Virus (HIV) infizier- 
ten Zellkuituren eine etwa lOOx hohere Konzentration von HIV erfor- 
derlich ist, als wenn der Virusnachweis iiber den virusspezif ischen 
(p24) Antigennachweis erfolgt (Lee YS . J Virol Meth 1988/20:89-94). 
Gegenuber dem Antigennachweis besitzen Methoden zum Virusnachweis 
in Zellkuituren (Ho DD et al , N Engl J Med 1989/321:1621-5) oder 
verschiedene molekulardiagnostische Verfahren zum Nachweis spezi- 
fischer Nukleinsauresequenzen des nachzuweisenden Erregers nochmals 
eine urn etliche Grossenordnungen erhohte analytische Sensitivitat. 
Diese wird dadurch erreicht, dass auserwahlte Nukleinsauresequenzen 
mittels verschiedener Verfahren zur Nukleinsaurevermehrung zu hoheh 
Mengen amplifiziert werden. Zu diesen Amplif ikationsverf ahren 
gehoren die folgenden: 



BNSDOCID:<WO 9323560A1> 



wo 93/23560 w PCr/CH93/00I16 



1- Polymerase Chain Reaction (PGR) 

US 4^683,202 Process for Amplifying Nucleic Acid Sequences 
US 4,683,195 Process for Amplifying, Derecting and/or Cloning 
Nucleic Acid Sequences 



2. Ligase Detection Reaction (LDR) /Ligase Chain Reaction (LCR) 

WO 89/12696 Method and Reagents for Detecting Nucleic Acid 
Sequences 

WO 8 9/09835 Ligase-Based Amplification Method 

3. Amplifikation/Detektion basierend auf Transkriptionsverf ahren 
EP 0408295 Nucleic Acid Sequence Amplification Methods 

WO 89/01050 Selective Amplification of Target Polynucleotide 
Sequence 

WO 88/10315 Transcription-Based Nucleic Acid Amplification 
Detection System 

4. Auf replikativer RNA basierende Verfahren 

WO 90/03445 Target Nucleic Acid Amplification/Detection System 

WO 90/02820 Replicative RNA-Based Amplification/Detection 

US 4,957,858 Replicative RNA Reporter Systems 

US 4,786,600 Autocatalytic - plication of Recombinant RNA 

5. Auf replikativer DNA basierende Verfahren 

DE 3929030 Verfahren zur Vermehrung von Nukleinsauren 

WO 90/10064 Improved Methods for in vitro DNA Amplification and 
Genomic Cloning and Mapping 

6. Varia 

US 4,994,368 Amplification Method for Polynucleotide Assays 

WO 90/01069 Process for Amplifying and Detecting Nucleic Acid 

Gemeinsam ist alien diesen Verfahren das Prinzip, dass Nukleinsau- 
reabschnitte selektiv zu hohen Quant itaten vermehrt werden, bevor 
sie durch herkdmmliche molekulare Identif ikationsverf ahren analy- 
siert und identif iziert werden. Eine Variante davon besteht darin, 
dass nicht die nachzuweisende Sequenz selbst vermehrt wird, sondern 
dass an diese eine andere Nukleinsaure hybridisiert wird, die 
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ausser der komplementaren Sequenz noch eine spezifische Indikator- 
oder Reportersequenz enthalt, die dann amplifiziert wird (sog. 
Probe Amplification) . 

Ein schwerwiegender Nachteil aller molekulardiagnostischen 
Verfahren zum Nachweis von Retroviren, besonders im Zusammenhang 
mit einem Screening fiir verschiedene Retroviren, ist jedoch, dass 
sie sequenz- und damit erregerspezif isch sind. Dies bedeutet, dass 
sie nur Erreger mit zumindest teilweise bekannter Genomsequenz 
identifizieren konrien und dass ein Test in der Regel nur einen 
einzigen Erreger erf asst. Werden Sequenzen gewahlt, die mehreren 
Retroviren gemeinsam sind, dann besteht die Gefahr, dass auch 
irrelevante Sequenzen, z.B. endogene Retroviren oder andere 
obligate Bestandteile . des zellularen Genoms. der untersuchten 
Spezies, erfasst werden und der Test unspezifisch wird, oder dass 
die Sensitivitat des Nachweises darunter leidet. Auch die aufwendi- 
gen kulturellen Nachweismethoden sind prinzipiell erregerspezif isch 
und nur dann anwendbar, wenn die Wirtszelle bekannt ist und sich 
in vitro propagieren lasst . 

Da alle replikationskompetenten Retroviren eine aktive RT 
besitzen, konnen mit einer Nachweismethode fur dieses Enzym 
samtliche existierenden Retroviren nachgewiesen werden. Dariiber 
hinaus konnen auch andere mit aktiver RT assoziierte Retroelemente 
nachgewiesen werden. Fiir einen effizienten diagnostischen Einsatz 
des Reverse Transcriptase Assays in diesem Sinne ist freilich eine 
betrachtliche Erhohung der analytischen Sensitivitat Voraussetzung . 

Es ist Aufgabe der Erfindung ein Verfahren vorzuschlagen, einen 
sog. PERT (Product Enhanced Reverse Transcriptase) Assay, mit 
welchem eine Sensitivitatssteigerung in der Grosseriordnung von 
mehreren Millionen erzielt werden kann, und die entsprechenden Kits 
2ur Durchfiihrung dieses Verfahrens anzugeben. 

Hierzu wird erf indungsgemSss die im Untersuchungsmaterial 
vorhandene RT-Aktivitat so zur Bereitstellung einer zu vermehrenden 
Nukleinsaure verwendet, dass eine zu vermehrende Nukleinsaure 
ausschliesslich dann bereitgestellt wird, wenn im Untersuchungsma- 
terial RT-Aktivitat vorhanden ist. Die zu vermehrende Nukleinsaure 
wird anschliessend durch ein geeignetes Amplif ikationsverf ahren 
vermehrt und mit einem geeigneten Analyseverf ahren nachgewiesen. 
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Damit konnen auch geringste Mengen von RT-Aktivitat nachgewiesen 
werden . 

Verfahren und Kits, welche eine Sensitivitatssteigerung des RT 
Assay in der Grossenordnung von mehreren Miliionen bewirken, sine 
in den Patentanspruchen 1-34 beschrieben. 

Die Erfindung wird im Foigenden anhand von Zeichnungen und 
Beispielen erlautert. Es zeigen: 

Fig- 1 den schematischen Aufbau des PERT Assay 
Fig. 2 den Aufbau des PERT Assay in einer iliustrativen 
Variante, in welcher die zu vermehrende Nukleinsaure eine Sequenz 
der cDNA ist, die mittels der Polymerase Chain Reaction amplifi- 
ziert. wird. 

Fig. 3 den Aufbau des PERT Assay in einer illustrativen 
Variante, in welcher die zu vermehrende Nukleinsaure eine Sequenz 
einer Reportersonde ist, die mittels der Polymerase Chain Reaction 
amplifiziert wird. 

Fig. 4 den Aufbau des PERT Assay in einer illustrativen 
Variante^. in welcher die zu vermehrende Nukleinsaure eine Sequenz 
der cDNA ist, die mittels der Ligase Chain Reaction amplifiziert 
wird . 

Fig. 5 den Aufbau des PERT Assay in einer illustrativen 
Variante, in welcher die zu vermehrende Nukleinsaure eine Sequenz 
einer Reportersonde ist^r die mittels der Ligase Chain Reaction 
amplifiziert wird . 

Fig. 6 den Aufbau des PERT Assay in einer illustrativen 
Variante, in welcher die zu vermehrende Nukleinsaure eine Sequenz 
der CDNA ist, die nach einem Verfahren amplifiziert wird, das 
sowohl Elemente der PCR als auch der LCR vereint, 

Fig. 7 den Aufbau des PERT Assay in einer illustrativen 
Variante, in welcher die zu vermehrende Nukleinsaure eine Sequenz 
einer Reportersonde ist, die nach einem. Verfahren amplifiziert 
wird, das sowohl Elemente der PCR als auch der LCR vereint . 

Fig, 8 den Aufbau des PERT Assay in 3 illustrativen Versionen, 
in welcher die cDNA die zu vermehrende Nukleinsaure enthalt, die 
miuteis eines isothermen multienzymatischen Amplif ikationsver- 
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fahrens amplifiziert wird. 

Fig. 9 den Aufbau des PERT Assay in 3 illustrativen Versionen, 
in welcher die zu vermehrende Nukleinsaure eine von der cDNA abge- 
leitete RNA ist, die mittels eines isothermen multienzymatischen 
Amplifikationsverfahrens amplifiziert wird. 

Fig. 10 den Aufbau des PERT Assay in einer illustrativen 
Variance, in welcher die zu vermehrende Nukleinsaure eine Sequenz 
einer Reportersonde ist, die mittels eines isothermen multienzyma- 
tischen Amplifikationsverfahrens amplifiziert wird. 

Fig. 11 - 14 den Aufbau des PERT Assay in 4 illustrativen 
Varianten, in welchen die zu vermehrende NukleinsSure eine von der 
Sequenz der cDNA mindestens teilweise abgeleitete primare repli- 
kative RNA ist, die mittels eines geeigneten RNA-Replikat ions- 
systems amplifiziert wird. 

Fig. 15 den Aufbau des PERT Assay in einer illustrativen 
Variante, in welcher die zu vermehrende Nukleinsaure eine Reporter- 
sonde ist, die aus einer replikativen r[na besteht . 

Fig. 16 den Aufbau des PERT Assay in einer illustrativen 
Variante, in welcher die zu vermehrende Nukleinsaure eine von einer 
DNA-Reportersonde abgeleitete primare replikative RNA ist, die 
mittels eines geeigneten RNA-Replikationssystems amplifiziert wird. 

Fig. 17 den Aufbau des PERT Assay in einer illustrativen 
Variante, bei welcher die zu vermehrende Nukleinsaure eine von der 
Sequenz einer Reportersonde abgeleitete primare replikative RNA 
ist, wobei die Reportersonde mittels einer "smart probe" mit der 
cDNA verbunden wird. 

Fig. 18 - 19 den Aufbau des PERT Assay in 2 illustrativen 
Varianten, in welchen die zu vermehrende Nukleinsaure eine von der 
Sequenz der cDNA mindestens teilweise abgeleitete primare repli- 
kative DNA ist, die mittels eines geeigneten DNA-Replikations- 
systems amplifiziert wird. 

Fig. 20 den Aufbau des PERT Assay in einer illustrativen 
Variante, in welcher die zu vermehrende Nukleinsaure eine von der 
Sequenz der cDNA " abgeleitete primare replikative DNA ist u.nd worin 
als RT-Primer bzw. zum Einfiihren von ori-Sequenzen anstelle von 
einzelstrangigen Oligonukleotiden Adaptoren verwendet werden. 

Fig. 21 den Aufbau des PERT Assay in einer illustrativen 
Variante, in welcher die zu vermehrende Nukleinsaure eine primare 
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replikative DNA ist, welche .gieichzeitig eine Reportersonde ist, 
die mitteis eines geeigneten DNA-Replikationssystems amplifiziert 
wird. 

Fig. 22 den Aufbau des PERT Assay in einer illustrativen 
Variante^ in welcher die zu vermehrende Nukleinsaure eine von einer 
Reportersonde abgeleitete primare replikative DNA ist, die mitteis 
eines geeigneten DNA-Replikationssystems amplifiziert wird. 

Fig. 23 den Aufbau des PERT Assay, in welchem die zu vermeh- 
rende Nukleinsaure eine Sequenz einer Reportersonde ist, die 
mitteis eines zykiischen Verfabrens, welches die Synthese einer 
dsDNA und deren Verdauung mitteis eines Restriktionsenzyms 
beinhaltet, amplifiziert wird. 

Fig, 24 ein erstes Ausf uhrungsbei spiel : Vergleich der 
analytischen Sensitivitat eines Reverse Transcriptase Assay (RT) 
und eines nach Fig. 2 durchgefiihrten PERT Assay unter Verwendung 
von MuLV Reverser Transcriptase. 

Fig. 25 ein weiteres Anwendungsbeispiel zu dem in Fig. 2 
geschilderten Verfahren, namlich den direkten Nachweis von 
RT-Aktivitat im Blutplasma von 5 HIV-inf izierten Patienten bzw. 
deren Abwesenheit im Blutplasma von 5 gesunden Blutspendern . 

Definitionen der verwendeten Begriffe 

Nukleinsauren> Nukleinsa urest rukturen und Bestandteile 

Der Begriff "Nukleotid" bezeichnet jedes Ribonukleotidmono- 
phosphat und Deoxyribonukleotidmonophosphat mit einer beliebigen 
naturlich vorkommenden oder modif izierten Base in derjenigen 
Struktur, wie es [in polymerisierter Form] als Baustein in einer 
Nukleinsaure vorkommt. 

Die Begriffe "rNTP" und "dNTP" bezeichnen ein Ribonukleotid- 
Triphosphat, respektive' ein Deoxyribonukleotid-Triphosphat mit 
einer beliebigen naturlich vorkommenden oder modif izierten Base. 
Die Begriffe "rNTPs" und "dNTPs" bezeichnen eine Mischung von 
Ribonukleotid-Triphosphaten, respektive Deoxyribonukleotid-Triphos- 
phaten, welche aus mindestens zwei verschiedenen Ribonukleotid-Tri- 
phosphaten oder Deoxyribonukleotid-Triphosphaten bestehen. 

Der Begriff "Nukleinsaure" bezeichnet ein aus Nukleotiden 
bestehendes, einzelstrangiges, teilweise oder vollstandig dcppel- 
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strangiges Oligomer Oder Polymer. Falls die Nukleinsaure aus- 
schliesslich aus Ribonukleotidmonophosphaten besteht ist sie eine 
"RNA", falls sie ausschliesslich aus Deoxyribonukleotidmonophospha- 
ten besteht, eine "DNA". Eine Nukleinsaure kann aber auch Ribonu- 
kleotidmonophosphate und Deoxyribonukleotidmonophosphate enthalten , 
Die Zusatzbezeichnungen "ss", respektive "ds", kennzeichnen eine 
Nukleinsaure als einzelstrangig, respektive doppelstrangig . 

Der Begriff "Oligonukleotid" bezeichnet eine einzelstrangige 
Nukleinsaure, die aus mindestens zwei, aber nicht mehr als hundert, 
natiirlichen oder modif izierten Nukleotiden Oder einer Mischung 
davon besteht. Das Oligonukleotid kann eine natiirliche Nukleinsaure 
darstellen oder daraus hergestellt werden, oder durch chemische 
Oder enzymatische Synthese hergestellt werden. 

Der Begriff "Polynukleotid" bezeichnet eine einzelstrangige 
Oder doppelstrangige Nukleinsaure, die aus mehr als hundert 
natiirlichen oder modif izierten Nukleotiden oder einer Mischung 
davon besteht. 

Der Begriff "homopolymer" charakterisiert Nukleinsauren oder 
Nukleinsaureabschnitte, deren Nukleotide alle eine identische Base 
aufweisen. Als identisch gelten im Zusammenhang mit dem Begriff 
"homopolymer" auch solche Basen, die nur in ihrer Bindungsfunktion 
zu einer komplementaren Base identisch, beziiglich ihrer chemischen 
Struktur aber abweichend sind. 

Der Begriff "heteropolymer" charakterisiert Nukleinsauren oder 
Nukleinsaureabschnitte, deren Nukleotide mindestens zwei in ihrer 
Bindungsfunktion zu einer komplementaren Base verschiedene Basen 
aufweisen . 

Die Begriffe "upstream" und "downstream" stellen relative 
Lage- resp. Richtungsbezeichnungen innerhalb eines Nukleinsaure- 
st ranges dar. "upstream" bezeichnet, von einem Bezugselement aus 
gesehen, eine Lage oder Richtung gegen das 5'-Ende, "downstream" 
eine solche gegen das 3'-Ende eines Nukleinsaurestranges zu. 

Der Begriff "Adaptor" bezeichnet eine teilweise doppelstrangi- 
ge Nukleinsaure, welche vorzugsweise aus einem Oligonukleotid und 
einem zweiten, kurzeren Oligonukleotid besteht. Das kurzere der 
beiden Oligonukleotide ist zum langeren komplementar und an dessen 
5'- Oder 3'-Ende hybridisiert , wodurch das doppelstrangige Stuck 
Nukleinsaure entsteht . Der Rest des langeren Oligonukleotids ist 
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einzelstrangig und weist an seinem anderen Ende eine Hybridisie* 
rungssequenz auf [eine zu einer bestimmten Nukleinsaure komplemen- 
tare Sequenz auf] , durch welche es an eine definierte Nukieinsaure 
hybridisierc werden kann (siehe unter "Hybridisierungssequenz") . 

Enzyme und enzvmatische Aktivitaten 

Der Begriff "Reverse Transcriptase" (Abkurzung: "RT") * 
bezeichnet ein Enzym^- welches naturlicherweise in seiner Funktion 
in einer primer-abhangigen Reaktion unter Verwendung von dNTPs eine 
zu einer Template-RNA komplementare DNA synthetisiert . 

Der Begriff "Reverse Transcriptase-Aktivitat " (Abkurzung: 
"RT-Aktivitat") bezeichnet eine Aktivitat eines beliebigen Enzyms, 
durch welche in einer primer-abhangigen Reaktion unter Verwendung 
von dNTPs eine zu einer Template-RNA komplementare DNA syntheti- 
siert wird. 

Der Begriff "RNA-Polymerase" , auch "DNA-abhangige-RNA-Polym- 
erase", bezeichnet ein Enzym, das in einer sequenzspezif ischen Art 
und Weise an einen Transcriptionspromotor bindetv die Transcription 
einer RNA ausgehend von einer definierten Position downstream 
dieses Transcriptionspromotors initiiert und von einer einzelstran- 
gigen oder doppelstrangigen DNA unter Verwendung von rNTPs eine zum 
transcribierten DNA-Strang komplementare RNA synthetisiert. 

Der Begriff "DNA-Polymerase" , auch "DNA-abhangige-DNA-Polym- 
erase", bezeichnet ein Enzym, welches in einer primer-abhangigen 
Reaktion und unter Verwendung von dNTPs einen zu einem DNA-Strang 
komplementaren DNA-Strang synthetisiert. 

Der Begriff "RNA-Replicase" bezeichnet ein Enzym oder 
Enzymkomplex mit RNA-abhangiger-RNA-Polymerase-Akt ivitat, welches 
Oder welcher unter Verwendung von rNTPs eine auf die RNA-Replicase 
abgestimmte replikative RNA replizieren kann, wobei als Produkt des 
Replikationsvorgangs ein neues Molekul replikativer RNA entsteht, 
welches zur replizierten replikativen RNA komplementar ist . * 

Der Begriff "DNA-Replicase" bezeichnet ein Enzym oder einen 
Enzymkomplex, welches oder welcher in einem Protein-geprimten % 
Prozess die Replikation einer auf die DNA-Replicase abgescimmten 
replikativen DNA unter Verwendung von dNTPs an einem DNA-ori 
initiiert und infolge seiner DNA-abhangigen-DNA-Polymerase-Ak- 
tivitat die Replikation . der replikativen DNA bewirkt, wobei die 
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DNA-Replicase wahrend des Replikationsvorgangs den zum replizierten 
DNA-Strang schon vorhandenen komplementaren DNA-Strang von diesem 
verdrangt . 

Funktionell e Seauenzen und Funktionpn 

Der Begriff "funktionelle Sequenz" bezeichnet einen Abschnitt 
auf einem Strang einer Nukleinsaure, dem innerhalb des Verfahrens 
eine bestimmte Funktion zugeordnet ist, wobei diese Funktion durch 
jene Nukleinsaure, durch welche die funktionelle Sequenz eingefiihrt 
wird, und/oder durch eine davon abgeleitete nachfolgende einzel- 
strangige Nukleinsaure mit sinngemSss gleicher oder komplementarer 
Basensequenz, oder durch eine doppelstrangige Nukleinsaure wahr- 
genommen wird. Die in einer f unktionellen Sequenz enthaltene 
Basensequenz ist durch ihre Funktion entweder genau definiert oder 
aber frei wahlbar. 

Der Begriff "Hybridisierungssequenz" bezeichnet diejenige 
funktionelle Sequenz, welche zum Zweck der Hybridisierung mit einer 
anderen Nukleinsaure eine zu der Hybridisierungssequenz der anderen 
Nukleinsaure komplementare Basensequenz aufweist. 

Der Begriff "f lankierende Sequenz" bezeichnet diejenige 
funktionelle Sequenz, welche upstream oder downstream einer 
beliebigen anderen f unktionellen Sequenz das 5'- oder 3'-Ende einer 
Nukleinsaure bildet. 

Der Begriff "Spacer-Sequenz" bezeichnet diejenige funktionelle 
Sequenz, welche die Funktion ausvibt, zwei andere funktionelle 
Sequenzen auf einer Nukleinsaure voneinander zu trennen. 

Der Begriff "Transcriptionspromotor-Sequenz" bezeichnet 
diejenige funktionelle Sequenz mit einer definierten Basensequenz, 
welche mit der Funktion eines Transcriptionspromotors assoziiert 
ist. Die "P(+) -Sequenz" eines Transcriptionspromotors bezeichnet 
diejenige Basensequenz, wie sie auf dem zur synthetisierten RNA 
komplementaren DNA-Strang vorliegt. Als "P (-) -Sequenz" eines 
Transcriptionspromotors wird diejenige Basensequenz bezeichnet, wie 
sie auf dem DNA-Strang mit der gleichen Polaritat wie die syntheti- 
sierte RNA vorliegt. 

Der Begriff "Transcriptionspromotor" bezeichnet den aus den 
komplementaren P(-)- und P ( + ) -Transcriptionspromotor-Sequenzen 
bestehenden doppelstrangigen DNA-Abschnit t , welcher durch Bindung 
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einer sequenzspezif ischen RNA-Polymerase [an diese] in einer durch 
die Orientierung der definierten Basensequenz bestimmcen Richtung 
die Synthese einer RNA initiiert. In denjenigen Fallen, wo die zu 
transcribierende DNA einzelstrangig ist, umfasst der Transcript i- 
onspromotor zusatzlich mindestens die ersten drei Nukleotide der 
zu transcribierenden DNA in Form einer doppelstrangigen DNA. 

Der Begriff "Replicasen-Bindungsdomane" bezeichnet diejenige 
funktionelle Sequenz, welche innerhalb einer einzelstrangigen RNA 
durch Ausbildung von Sekundarstrukturen die Bindung einer auf die 
Replicasen-Bindungsdomane abgestinunten RNA-Replicase vermittelt. 

Der Begriff "RNA-ori-Sequenz" bezeichnet eine funktionelle 
Sequenz mit einer definierten Basensequenz auf einem Nukleinsau- 
restrang, welche, wenn sie am 3'-Ende einer einzelstrangigen RNA 
vorliegt, die Inititiation der RNA-Replikation durch eine der 
RNA-ori-Sequenz entsprechende, an die RNA gebundene RNA-Replicase 
ermoglicht . 

Der Begriff "5' -RNA-ori-Sequenz " bezeichnet diejenige 
RNA-ori-Sequenz, welche am 5'-Ende der replikativen RNA liegt oder 
zu liegen kommt . 

Der Begriff "3' -RNA-ori-Sequenz" bezeichnet diejenige 
RNA-ori-Sequenz , welche am 3'-Ende der replikativen RNA liegt oder 
zu liegen kommt . 

Der Begriff "RNA-ori (+) -Sequenz " bezeichnet die Basensequenz 
in derjenigen Polaritat, in der sie, am 3'-Ende einer RNA gelegen, 
die RNA-Replikation ermoglicht. 

Der Begriff "RNA-ori (-) -Sequenz" bezeichnet die zur RNA-ori 
(+) -Sequenz komplementare Basensequenz. 

Der Begriff "DNA-ori-Sequenz" bezeichnet diejenige funktionel- 
le Sequenz mit einer definierten Basensequenz auf einem Nukleinsau- 
restrang, welche mit der Initiation der DNA-Replikation in einem 
DNA-Replikationssystem assoziiert ist. Als "DNA-ori (+) -Sequenz" 
wird diejenige Basensequenz bezeichnet, welche bei der Replikation 
der DNA zuerst komplementiert wird. Die "DNA-ori (-) -Sequenz" 
bezeichnet die zur "DNA-ori (+) -Sequenz" komplementare Basensequenz. 

Der Begriff "DNA-ori" bezeichnet den aus den komplementaren 
DNA-ori (+)- und DNA-ori (-) -Sequenzen bestehenden doppelstrangigen 
DNA-Abschnitt, der, am Ende einer doppelstrangigen DNA gelegen, in 
einem dem "DN.A-ori" entsprechenden in vitro DNA-Replikationssystem 
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durch Bindung von bestimmten Kofaktoren [Proteinen] die Replikation 
durch eine DNA-Replicase in einem in vitro-Replikat ionssystem 
initiiert. Ein "DNA-ori" kann auch durch die miteinander hybridi- 
sierten DNA-ori ( + )- und DNA-ori (-) -Sequenzen eines einzigen 
Strangs einer replikativen DNA gebildet werden. 

Nukleinsa uren mit definierter Funktion 

Der Begriff "Primer" bezeichnet eine Nukleinsaure, welche 
infolge ihrer zu einer andern Nukleinsaure komplementaren Sequenz, 
in hybridisiertem Zustand viber ihre freie OH-Gruppe am 3'-Ende als 
Startpunkt der Synthese eines Nukleinsaurestranges durch eine 
RT-Aktivitat oder eine DNA-abhSngige-DNA-Polymerase dient . 

Der Begriff "RT-Primer" bezeichnet denjenigen Primer, welcher 
die Funktion des Primers fur die RT-Aktivitat ausiibt . 

Der Begriff "Template-Nukleinsaure" bezeichnet diejenige 
gesamte einzelstrangige Nukleinsaure, zu welcher mindestens in 
Teilen durch reverse Transcriptase-AJctivitat ein komplementarer 
DNA-Strang synthet isiert wird. 

Der Begriff "Template-RNA" bezeichnet diejenigen Anteile der 
Template-Nukleinsaure, welche aus RNA bestehen und zu welchen 
mindestens in Teilen eine cDNA aynthet isiert wird. 

Der Begriff "Teraplate-DNA" bezeichnet diejenigen Anteile der 
Template-Nukleinsaure, welche aus DNA bestehen. 

Der Begriff "Template-Primer-Kombination" bezeichnet die als 
Substrat fur die [RT oder] RT-Aktivitat vorgelegte Kombination 
einer Template-Nukleinsaure mit alien an diese hybridisierten 
Nukleinsauren inklusive RT-Primern. 

Der Begriff "cDNA" bezeichnet diejenige Nukleinsaure, welche 
die durch RT-Aktivitat synthetisierte, zur Template-Nukleinsaure 
komplementare DNA sowie alle Bestandteile des RT-Primers umfasst. 

Der Begriff "cDNA/Template-Duplex" bezeichnet diejenige 
zumindest teilweise doppelstrangige Nukleinsaure, welche aus der 
Template-Nukleinsaure und der mit ihr hybridisierten cDNA besteht. 

Der Begriff "cDNA/RNA-Heteroduplex" bezeichnet diejenigen 
Abschnitte der ' cDNA-Template-Duplex, -welche aus Template-RNA und 
der mit ihr hybridisierten cDNA besteht. 

Der Begriff "replikative RNA" bezeichnet eine einzelstrangige 
RNA, welche alle zur Replikation mit Hilfe eines auf diese RNA 
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abgestimmten in vitro RNA-Replikat ions sy seems notwendigen funktio- 
nellen Sequenzen enthait und welche in diesem System repliziert 
wird- 

Der Begriff "primare repiikative RNA" bezeichnet diejenige 
replikative RNA, die als zu vermehrende Nukleinsaure in Schritt 1 
entsteht- ] 

Der Begriff "replikative DNA" bezeichnet eine einzelstrangige 
Oder zumindest partiell doppelstrangige DNA, welche in einem der 
replikativen DNA entsprechenden in vitro DNA-Replikationssystem 
repliziert wird. Sie ist dadurch gekennzeichnet , dass an beiden 
Enden des replizierten DNA-Strangs eine DNA-ori-Sequenz vorliegt 
und dass entweder diese in einer einzeistrangigen DNA einen DNA-ori 
bilden^ oder dass zumindest an einem Ende der partiell doppelstran- 
gigen DNA ein aktiver DNA-ori vorliegt. 

Der Begriff "primare replikative DNA" bezeichnet diejenige 
replikative DNA, die als zu vermehrende Nukleinsaure in Schritt 1 
entsteht . 

Der Begriff "Reportersonde" bezeichnet eine von der cDNA 
verschiedene, aber mit dieser direkt oder indirekt verbundene 
Nukleinsaure, welche zum Zweck des Nachweises der erfolgten 
Synthese einer cDNA eingesetzt wird. Die Reportersonde enthait 
entweder die zu vermehrende Nukleinsaure oder ist das Edukt einer 
Reaktion oder Reaktionsf olge, welche zur zu vermehrenden Nuklein- 
saure f iihrt . 

Varia 

Der Begriff "Retroelement " bezeichnet diejenigen genet ischen 
Elemente und deren Expressionsprodukte, welche durch Reverse 
Transcriptase-Aktivitat entstanden sind und/oder sich mit Hilfe von 
reverser Transcriptase replizieren. 

Der Begriff "Carrier" bezeichnet eine feste Tragerphase, 
welche z.B. Beads, die Oberflache einer Vertiefung einer Microti- 
terplatte, eine Filter-Membran etc, sein kann. 

Fig. 1 zeigt den PERT Assay, welcher aus drei miteinander verknupf- 
ten Schritten besteht: Im ersten Schritt wird unter Einbezug der 
im Untersuchungsmaterial vorhandenen RT-Aktivitat eine zu vermeh- 
rende Nukleinsaure bereitgestellt . Im zweiten Schritt wird diese 
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in einem geeigneten Nukleinsaureamplif ikationsverf ahren vermehrt, 
und im dritten Schritt wird die vermehrte Nukleinsaure mit einem 
geeigneten Analyseverf ahren identif iziert . 

Im ersten Schritt wird das Untersuchungsmaterial auf gearbeitet und 
in eine Form gebracht, die fiir den Nachweis der RT-Aktivitat ' 
geeignet ist. Eine Template-Nukleinsaure wird zusamraen mit 
mindestens einem geeigneten RT-Primer als Substrat fiir die im 
aufgearbeiteten Untersuchungsmaterial moglicherweise enthaltene 
RT-Aktivitat angeboten, zusammen mit den vibrigen fiir die cDNA-Syn- 
these erforderlichen Reagentien, wie den verschiedenen Deoxyribo- 
nukleosidtriphosphaten (dNTPs) , divalenten Kationen (Mg- oder 
Mn") , einem geeigneten Puffersystem und anderen die spezif ische 
Synthese der cDNA optimal fordernden Substanzen. Infolge der 
Wirkung der RT-Aktivitat wird als erstes Reaktionsprodukt eine zur 
gewahlten Template-Nukleinsaure komplementare cDNA synthetisiert . 
Diese CDNA ist in Form einer cDNA-Template-Duplex, die mindestens 
teilweise eine cDNA-RNA-Heteroduplex ist, mit der Template-Nuklein- 
saure verbunden und liegt in einem NukleinsSuregemisch, bestehend 
aus unreagierten Template-Primer-Kombinationen, ungebundenen 
Primermolekiilen und nicht geprimten Template-Molekiilen, vor . 

Fur die Bereitstellung der zu vermehrenden Nukleinsaure 
existiert eine Vielfalt verschiedener Moglichkeiten . In gewissen 
Varianten von PERT Assays ist die' zu vermehrende Nukleinsaure 
identisch mit der cDNA Oder stellt einen Teil derselben dar. In 
anderen Fallen stellt die im Nukleinsauregemisch vorliegende cDNA, 
bzw. Telle derselben, das Edukt einer Reaktion oder einer Reakti- 
onsfolge dar, welche, unter Umstanden unter Einbezug weiterer 
Nukleinsauren, zur zu vermehrenden Nukleinsaure fiihren. Ferner 
existiert auch die Moglichkeit, dass mittels Anteilen der cDNA die 
Selektion einer Nukleinsaure bewirkt wird, die entweder eine 
Reportersonde ist oder die Verbindung zu einer Reportersonde 
herstellt, wobei die Reportersonde die zu vermehrende Nukleinsaure 
darstellt oder enthalt, bzw. das Edukt einer Reaktion oder 
Reaktionsfolge bildet, welche, unter Umstanden unter Einbezug 
weiterer Nukleinsauren, zur zu vermehrenden Nukleinsaure f iihrt . 
Schliesslich gibt es noch die Moglichkeit, dass fiir die Bereitstel- 
lung der zu vermehrenden Nukleinsaure nicht allein die cDNA, 
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sondern die cDNA-Template-Duplex verwendet wird. In diesem Fall ist 
bzw. enthalt die cDNA-Tempiate-Duplex entweder die zu vermehrende 
Nukleinsaure, oder sie bzw. ein Teil von ihr bildet das Edukt 
einer Reaktion qder Reaktionsf olge, welche zur zu vermehrenden 
Nukleinsaure f uhrt . Zum ersten Schritt gehoren ferner auch 
Massnahmen, welche dazu dienen, vorgelegte vermehrbare, aber nicht 
zu vermehrende Nukleinsauren zu eliminieren . 

im zweiten Schritt wird das Produkt des ersten Schritts, die zu 
vermehrende Nukleinsaure, in einem auf diese abgestimmten Nuklein- 
saure-Amplifikationsverfahren zu hohen Mengen vermehrt. Das Produkt 
besteht, abhangig vom eingesetzten Amplif ikationsverf ahren, 
entweder aus einer definierten DNA und/oder definierten RNA. 

Im dritten Schritt des PERT Assay wird die amplif izierte Nuklein- 
saure identifiziert und gegebenenfalls quantifiziert . Die Identifi- 
kation kann durch eine beliebige Technik erfolgen, die geeignet 
ist, eine bestimmte Nukleinsauresequenz zu identif izieren und 
allenfalls zu quantif izieren Oder deren Synthese nachzuweisen . Eine 
Anzahl solcher Analyseverf ahren ist jedem ausgebildeten und 
versierten Molekularbiologen gelaufig. Durch die Korabination der 
ersten beiden Schritte wird in Schritt 3 die Identif ikation auch 
geringster Mengen der RT-Aktivitat, im Grenzfall der Schwellendo- 
sis, die gerade hinreichend ist, urn ein einziges Molekiil cDNA zu 
synthetisieren, ermoglicht. 

Im Folgenden sollen allgemeine Aspekte der verschiedenen Schritte 
des PERT Assay mehr im Detail beschrieben werden: 

Uatersuchungsmaterialien \iad Probenaufbereitung 

Die Art der Aufarbeitung des Untersuchungsmaterials ist davon 
abhangig, woraus es besteht und welche Arten von Retroelement-asso- 
ziierter RT-Aktivitat im PERT Assay erfasst, bzw. nicht erfasst 
werden sollen. Sie entscheidet damit bis zu einem gewissen Grad. 
iiber die Spezifitat und die Sensitivitat des PERT Assay. Sie 
entscheidet aber in der Regel nicht daruber, welche Variante des 
PERT Assay zu wahlen ist. 
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Im weitesuen Sinn besteht das Untersuchungsmaterial zumindest 
in Teilen aus biologischem Material, wobei dieses menschlicher, 
tierischer Oder pflanzlicher Herkunft sein kann und auch pro- sowie 
eukaryotische Einzeller mit einschliesst . Als illustrative 
Beispiele fur Untersuchungsmaterialien seien genannt : 

Korpergewebe- Oder Organe menschlichen oder tierischen Ursprungs, 
einschliesslich 

(a) fliissige Gewebe wie Blut, oder Fraktionen davon, z.B. 
Serum, Plasma, bestimmte Blutzellpopulationen oder -fraktionen. 
Plasma- oder Serumf raktionen, Blutprodukte wie z.B. Bluteiweisse, 
Blutgerinnungsfaktoren, Hyperimmunseren, Antikorperkonzentrate, 
Hormone u . a . , 

(b) feste Gewebe und Organe, z.B. Transplantate, Biopsie- oder 
Autopsiematerial, Abstriche von Schleimhauten und anderen Oberfla- 
chen, einzelne Zellen oder Praparate oder Extrakte, wie Hormonpra- 
parate aus Driisengeweben, Plazenta, etc., Fleisch und Fleischpro- 
dukte von Nutztieren, 

(c) Korperfliissigkeiten oder -ausscheidungen physiologischer 
Oder pathologischer Art, z.B. Liquor cerebrospinalis, Urin, 
Speichel, Galle, Schweiss, Milch, andere Driisensekrete, Blaschenin- 
halte, Fruchtwasser, Synovialf liissigkeit , Kammerwasser, Ascites 
Oder andere Korperhohlenergiisse, Lymphe, Stuhl, etc., oder 
Produkte, die solche Materialien als Bestandteile enthalten, 

(d) Proben aus in vitro propagierten pro- und eukaryotischen 
Zellkulturen jeglicher Art, sowie daraus gewonnene biologische 
Erzeugnisse wie Impfstoffe, Antikorper, Wachstums- und Differenzie- 
rungsfaktoren. Hormone, rekombinante Proteine etc., 

(e) Verschiedenes, z.B. Proben von Nahrungsmitteln, Wasser und 
anderen Getranken, Umweltproben, Hygieneproben, Proben von Nutz- 
pflanzen (Gemiise, Frucht-, Holz-, Faserpf lanzen) . 

Generell gilt fiir die Probenauf bereitung, dass die im Untersu- 
chungsmaterial enthaltene RT-Aktivitat in eine Form gebracht warden 
muss, die es ihr ermoglicht, die RT-Reaktion zu katalysieren . Falls 
die RT-Aktivitat im Untersuchungsmaterial in Zellen, Zellorganellen 
Oder Viruspartikeln eingeschlossen ist, mussen diese erst durch 
geeignete Verfahren auf geschlossen und das Enzym extrahiert werden. 
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Fur grosstmogiiche Spezifitat beim Nachweis von z.B. retrovi- 
raler RT ist Kontamination durch zellulare DNA-Polymerasen zu 
vermeiden. Zu diesem Zweck kann Untersuchungsmateriai durch 
verschiedene Massnahmen vorbehandelt warden. Diese umfassen 
einerseits physikalische Massnalmen/^ z.B. Zentrifugation unter 
Bedingungen, welche pro- und eukaryotische Zelien, nicht aber Viren 
Oder gelostes Enzym, pelletieren, Oder Ultrafiltration, welche 
Zellen zuriickhalt/ nicht aber Viruspartikel oder gelostes Enzym. 
Bin anderes Beispiel ist die Anreicherung von Viruspartikeln in der 
einen Phase eines geeigneten Zweiphasensysteins . Andererseits konnen 
auch immunologische Methoden eingesetzt werden, uiti die Spezifitat 
Oder Sensitivitat des PERT in eine gewiinschte Richtung zu lenken. 
Beispielsweise konnen durch Immunadsorption oder -prazipitation 
mittels geeigneter Antikorper intakte Viruspartikel einer bestinun- 
ten Art oder Teile davon oder freies Enzym im Probenmaterial 
angereichert werden. Neben Iimunre agent ien konnen fur solche Zwecke 
z.B- auch Lectine, die Affinitat fur bestimmte Giykoproteine haben, 
sowie andere Agentien mit Affinitat zu Retroelementen oder deren 
Bestandteilen oder anderen Agentien eingesetzt werden, Ein weiteres 
Beispiel ist PolyU, welcbes Affinitat fur RT besitzt. Andererseits 
ist es auch moglich, mittels solcher Verfahren unerwunschte 
Aktivitaten aus dem Probenmaterial zu entfernen. 

Ein haufiges Untersuchungsmateriai werden menschliche oder 
tierische Blutproben sein, und aus diesen besonders die fltissigen 
Bestandteile, Plasma oder Serum • In diesem Fall kann eine Proben- 
aufbereitung einen oder mehrere der folgenden Schritte enthalten: 

(a) Hochtourige Zentrifugation, z.B. 15'OOOx g, zur Entfernung 
von Zellen, Zelltrummern und anderem unerwiinschtem partikularem 
Material, 

(b) Ultrafiltration mit Filtern geeigneter Porengrosse zur 
weiteren Entfernung unervKinschten partikularen Materials, 

(c) Ultrazentrifugation zur Pelletierung von Viruspartikeln, 
Oder Adsorption von Viruspartikeln an eine mit Antikorpern oder 
anderen geeigneten Molekiilen beschichtete feste Phase oder einen 
anderen geeigneten Trager, Oder Prazipitation mittels Immunreagen- 
tien Oder chemischen Substanzen (z.B. Polyaethylenglykol) , 

(d) Extraktion der RT-Aktivitat mit einem ein geignetes 
Detergens enchaltenden Puffer Oder andere das Enzym schonence 
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chemische Oder physikalische Verfahren. 

Weitere Untersuchungsmaterialien, die nach diesem Prozedere 
aufgearbeitet warden konnen, umfassen alle flussigen Materiaiien 
Oder solche, die in einer Flussigkeit gelost Oder suspendiert 
werden konnen, . z.B. Pulver jeglicher Art (z.B. lyophilisierte 
Produkte) . 

Eingesetzte Kuklelnsauren 

Funktionelle Se quenzen : Alle im Verfahren eingesetzten Nukleinsau- 
ren sind aus f unktionellen Sequenzen aufgebaut. In den Fig, 2-23 
sind diese durch Balken mit verschiedener Zeichnung dargestellt . 
Der Hybridisierungsbereich zweier Nukleinsauren ist jeweils durch 
senkrechte Schraf f ierung zwischen den beiden angegeben . Die 
Tatsache/ dass die f unktionellen Sequenzen in der Kegel mit 
derselben Lange aufgefuhrt sind, bedeutet nicht, dass sie dieselbe 
Lange aufweisen mussen. Eine gegeniiber der Norm grossere oder 
geringere Lange der Balken hat keine Bedeutung beziiglich der Lange 
der symbolisierten Sequenzen; solche Abweichungen dienen lediglich 
der besseren Uebersichtlichkeit der Figuren. Wenn nicht anders 
vermerkt, hat jede funktionelle Sequenz eine bestimmte, von den 
anderen f unktionellen Sequenzen verschiedene Basensequenz . Jeder 
funktionellen Sequenz ist, falls nicht anders vermerkt, aus- 
schliesslich eine einzige Funktion zugeordnet. Mogliche Abweichun- 
gen davon sind jeweils in der Figurenbeschreibung oder unter 
"Modif ikationen" beschrieben. Eine gegebene Funktion kann zudem fur 
das Funktionieren der nachstehend beschriebenen Varianten des PERT 
Assay notwendig oder aber nicht notwendig sein. Alle eingesetzten 
Nukleinsauren bestehen aus zumindest einer Hybridisierungssequenz . 
Funktionelle Gruppen: Haufig tragen die im Verfahren eingesetzten 
Nukleinsauren funktionelle Gruppen, die in den Figuren mit (Rl) , 
(R2) , etc. bezeichnet sind. Diese befinden sich bevorzugterweise 
am 5'-Ende; der -Einf achkeit halber ist in den Figuren jeweils nur 
die Lokalisatidn am 5'-Ende angegeben.- Diese funktionellen Gruppen 
verleihen im Rahmen des technisch Moglichen und unter der Voraus- 
setzung, dass sie nicht mit Funktion und Ablauf des PERT Assay 
interf erieren, beliebige zusatzliche Eigenschaf ten . (R) ist bei- 
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spieisweise ein Ligand^ etwa ein Biotinmoiekul, welches die mit 
(R) versehene Nukieinsaure an einen mit Avidin beschichteten 
Carrier zu koppeln vermag. Andere Beispiele fur Liganden sind 
Molekiile mit antigenen Eigenschaf ten, welche an i'hnen entsprechende 
Carrier-imniobilisierte spezifische Antikorper binden konnen. (R) 
kann aber auch selbst ein Carrier sein; in diesem Fall ist die mit 
(R) versehene Nukleinsaure kovalent an einen Carrier gebunden. 
Bevorzugterweise ist jeweils nicht mehr als ein (R) ein Carrier. 
Alternativ konnen Nukleinsauren auch dadurch mit (R) markiert 
werden, dass fur die Synthase dNTPs oder rNTPs verwendet werden^ 
die mit f unktionellen Gruppen versehen sind, 

Templat e-Primer-Kombination : Diese besteht aus der Template-Nu- 
kleinsaure und alien an diese hybridisierten Nukleinsauren . Alle 
fur den PERT Assay verwendeten Template-Primer-Kombinationen 
enthalten eine heteropolymere Template-Nukleinsaure . Ein Abschnitt 
derselben^ der bevorzugterweise unmittelbar an das 5'-Ende einer 
Hybridisierungssequenz fur einen RT-Primer angrenzt, besteht aus 
RNA und wird als "Template-RNA" bezeichnet. Die Template-RNA ist 
das eigentliche Substrat einer RT oder RT-Aktivitat; die Synthese 
eines zur Template-RNA komplementaren DNA-Strangs definiert die 
Anwesenheit einer RT oder RT-Aktivitat in der Reaktionsmischung. 
In den meisten Varianten von PERT Assays besteht die ganze 
Template-Nukleinsaure aus RNA naturlicher, rekombinanter oder 
synthetischer Provenienz . In einigen Varianten werden jedoch 
gewisse funktionelle Sequenzen der Template-Nukleinsaure, die 
upstream der Template-RNA gelegen sind, in Form von DNA vorgelegt. 
Diese DNA-Anteile der Template-Nukleinsaure bilden die "Template- 
DNA". Mit der Template-Nukleinsaure ist jeweils mindestens ein 
RT-Primer verbunden, wobei mindestens dessen 3'-Ende an die 
Template-Nukleinsaure hybridisiert ist. Zusatzlich zum RT-Primer 
kann an eine gegen das 5'-Ende hin gelegene Hybridisierungssequenz 
der Template-Nukleinsaure eine weitere einzel- oder teilweise 
doppelstrangige Nukleinsaure, bevorzugterweise eine DNA, hybridi- 
siert sein, die fiir die Einfiihrung einer fur das Verf ahren 
essentiellen f unktionellen Sequenz benutzt wird. Nach Ablauf der 
RT-Reaktion wird diese DNA mittels einer DNA-Ligase (z.B. T4-DNA- 
Ligase) mit der in der RT-Reaktion synthetisierten cDNA verbunden. 
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Teile der Template-Nukleinsaure, die downstream der am weitesten 
downstream gelegenen Hybridisierungssequenz, d.h. der minimal 
erforderlichen Hybridisierungssequenz fiir den RT-Primer, liegen, 
konnen aus RNA und/oder aus DNA bestehen. 

Die Wahl der Template-Primer-Kombination erfolgt so, dass der 
PERT Assay hbchstmogliche Spezifitat und Sensitivitat fiir die 
Erfassung der Retroelemente, die nachgewiesen werden sollen, 
garantiert. Unter alien Umstanden muss garantiert werden, dass ein 
Nukleinsaureamplifikationsprozess ausschliesslich dann initiiert 
wird, wenn in Schritt 1 ein hinreichend langes Stuck Template-RNA 
revers transcribiert wurde. Es muss ferner ausgeschlossen werden, 
dass von einer im Untersuchungsmaterial vorhandenen Nukleinsaure 
(RNA und/oder DNA) in Schritt 2 ein Amplif ikationsprozess initiiert 
wird, der unabhangig von der in Schritt 1 synthetisierten cDKA ist. 
Fiir. die Spezifitat und Sensitivitat ist deshalb wesentlich, dass 
die Template-Nukleinsaure mit keiner im Untersuchungsmaterial 
vorhandenen Nukleinsaure identisch oder teilweise identisch ist, 
sei diese Teil eines normalen Genoms einer Spezies oder' eine 
Nukleinsaure eines infektiosen (iibertragbaren) Agens, oder eine 
andere kontaminierende Nukleinsaure, deren Anwesenheit im Untersu- 
chungsmaterial nicht ausgeschlossen werden kann. Zwecks grosstmog- 
licher Spezifitat des Tests fiir retrovirale RT wird bevorzugterwei- 
se eine heteropolymere Template-RNA verwendet . Zusatzlich kann 
insbesondere uber die Lange und Beschaf f enheit (Sekundarstruktur) 
der Template-RNA die Effizienz der cDNA-Synthese durch verschiedene 
Typen von Enzymen mit RT-Aktivitat beeinflusst und damit die 
Sensitivitat und Spezifitat des PERT Assay reguliert werden. 

Die meisten Template-Nukleinsauren haben zusatzlich zu der 
minimal erforderlichen einen Hybridisierungssequenz mindestens eine 
weitere Hybridisierungssequenz. Diese dienen dem Annealing der 
Nukleinsauren, die fur das Priming der RT-Reaktion und/oder fur die 
Einfiihrung von essentiellen funktionellen Seguenzen benotigt 
werden. Bei der Verwendung von Reportersonden kann die Template- 
Nukleinsaure immer dann, wenn die Hybridisierungssequenz aus- 
schliesslich zur Selektion einer Reportersonde eingesetzt wird-, 
d.h. keine zusatzliche Funktion ausubt, mehrere hintereinanderge- 
schaltete, bevorzugterweise jeweils durch eine kurze Spacer-Sequenz 
voneinander getrennte Hybridisierungssequenzen enthalten. At eir. 
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MolekLul der cDNA konnen dadurch mehrere Reporter sondenmolekule 
hybridisiert warden, wodurch die Sensitivitat erhoht wird. Bei 
Verwendung von mehr als einer Hybridisierungssequenz fur Reporter- 
sonden konnen diese auch unterschiedliche Basensequenzen aufweisen; 
dadurch wird die Verwendung von verschiedenen Reportersonden 
ermoglicht. Auch fiir den RT-Primer kann auf der Template-Nukleinsa- 
ure mehr als eine Hybridisierungssequenz angelegt werden, Je nach 
Variante des PERT Assay kann Oder muss die Template-Nukleinsaure 
ausser den Hybridisierungssequenzen weitere funktionelle Sequenzen 
enthalten. 

Wie erwahnt, kann es vorteilhaft sein, eine Template-Nuklein- 
saure zu verwenden, die sich sowohl aus RNA- als auch aus DNA-Se- 
quenzen zusammensetzt . Diese Moglichkeit ist dann attraktiv, wenn 
die zu vermehrende Nukleinsaure eine zumindest teiiweise doppel- 
strangige DNA erfordert Oder wenn fiir die Synthese der zu vermeh- 
renden Nukleinsaure bzw. fiir die Initiation des Vermehrungsverf ah- 
rens eine zumindest teiiweise doppelstrangige DNA notwendig ist. 
Dies ist dann der Fall, wenn in Schritt 2 ein 'auf der Verwendung 
replikativer Nukleinsauren Oder ein auf Transcription beruhendes 
Nukleinsaureamplifikationsverf ahren benutzt und ein doppelstrangi- 
ger DNA-ori bzw. ein Transcriptionspromotor bendtigt wird. Bei d-r 
Konstruktion der Template-Nukleinsauren fiir solche Verf ahren mu£3 
darauf geachtet werden, dass zwischen der Template-DNA und der fur 
den RT-Primer bestimmten Hybridisierungssequenz eine ausreichend 
lange und entsprechend gestaltete Template-RNA liegt, so dass die 
cDNA-Synthese ausschliesslich durch Einwirkung einer RT-Aktivitat 
initiiert warden kann, Anschliessend an die reverse Transcription 
der Template-RNA wird die Template-DNA dupliziert. Dabei kann es 
von Vorteil sein, die schwache DNA-abhangige DNA-Polymeraseaktivi- 
tat der im Untersuchungsmaterial vorhandenen RT durch Zugabe einer 
DNA-abhangigen DNA-Polymerase, die aber keine RT-Aktivitat besitzt, 
zu erganzen. 

Bei der Verwendung . replikativer Nukleinsauren in Schritt 2 
benotigt eine aus DNA/RNA bestehende Template-Nukleinsaure nur eine 
einzige Hybridisierungssequenz, namlich die fur den RT-Primer. 
Beispiele von Template-Nukleinsauren, die RNA und DNA enthalten, 
werden in den Figurenbeschreibungen gegeben. 
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RT-Primer : Alle im Verfahren verwendeten RT-Primer sind Nukleinsau- 
ren, die entweder aus RNA, DMA, oder einer Kombination aus beiden 
bestehen und entweder einzelstrSngig oder teilweise doppelstrangig 
sind. Sie bestehen mindestens aus einer Hybridisierungssequenz, mit 
welcher sie an die Template-Nukleinsaure hybridisieren . In bestinun- 
ten Fallen konnen upstream der an> 3'-Ende gelegenen Hybridisie- 
rungssequenz eine oder mehrere, zur Template-Nukleinsaure nicht- 
komplementare Sequenzen anschliessen . Die im Replikationszyklus von 
Retroviren als RT-Primer verwendete natiirliche tRNA ist ein 
Beispiel fur einen solchen zweiteiligen RT-Primer. Falls der 
RT-Primer eine DNA ist, konnen die nichtkomplementaren Sequenzen 
fiir die Einfiihrung neuer, in der Template-Nukleinsaure noch nicht 
vorhandener f unktioneller Sequenzen beniitzt werden . An das nicht- 
komplementare 5'-Ende des RT-Primers kann auch eine weitere 
Nukleinsaure anhybridisiert sein. Der RT-Primer ist dann in diesem 
Bereich doppelstrangig. Bezuglich der Lange und Beschaf f enheit der 
nichtkomplementaren Primersequenzen ist man frei, unter dem 
Vorbehalt, dass sie nicht in unzulassiger Art mit dem optimalen 
Ablauf des PERT Assay interf erieren . Der RT-Primer kann zudem eine 
funktionelle Gruppe (Rl) tragen. 

Nukleinsauren zur Herstelluna einer dsDNA r In vielen Varianten des 
PERT Assay ist es notwendig, nach erfolgter cDNA-Synthese einen 
zweiten, zur cDNA zumindest teilweise komplementaren zweiten 
DNA-Strang zu schaffen. Dafur muss mindestens eine weitere Nuklein- 
saure, bevorzugterweise ein DNA-Oligonukleotid, an die cDNA hybri- 
disiert werden. Eine solche weitere DNA besteht zumindest aus einer 
Hybridisierungssequenz. Zu dieser kommt in gewissen Fallen zumin- 
dest eine weitere, zur cDNA nichtkomplementare funktionelle Sequenz 
hinzu, die im 2. DNA-Strang in Bezug auf die Hybridisierungssequenz 
terminal zu liegen kommt und einer f lankierenden Sequenz ent- 
spricht. Falls diese nichtkomplementaren Sequenzen aus DNA 
bestehen, konnen sie fur die Einfiihrung weiterer benotigter, in der 
cDNA noch nicht vorhandener f unktioneller Sequenzen oder weiterer 
gewunschter Funktionen benutzt werden. Bezuglich der Lange und 
Beschaffenheit dieser Sequenzen ist man frei., unter dem Vorbehalt, 
dass sie nicht in unzulassiger Art mit dem optimalen Ablauf des 
PERT Assay interf erieren . Diese Nukleinsauren konnen zudem eine 
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funkrioneile Gruppe (R) tragen. 

Reoortersonden : Diese Nukieinsauren warden, zum Nachweis der 
erfolgten Synthese ' einer cDNA eingesetzt, indem sie direkt oder 
indirekt durch Hybridisierung mit'der cDNA verbunden werden. Diese 
Verbindung kann entweder so erfolgen, dass eine Hybridisierungsse- 
quenz der Reportersonde direkt xnit einer Hybridisierungssequenz der 
cDNA hybridisiert wird. In diesem Fall ist die Reportersonde von 
der Template-Nukleinsaure verschieden, mit Ausnahme derjenigen 
Sequenz, durch welche die Hybridisierung mit der cDNA erfolgt. Es 
ist aber auch moglich, die Reportersonde indirekt mit der cDNA zu 
verbinden, indem mindestens eine weitere Nukleinsaure zwischen die 
Reportersonde und die cDNA zwischengeschaltet und mit beiden durch 
Hybridisierung verbunden wird. In diesem Fall ist die Sequenz der 
Reportersonde bevorzugterweise vollig verschieden von der Sequenz 
der Template-Nukleinsaure. Die Reportersonde stellt entweder die 
zu vermehrende Nukleinsaure dar oder enthalt sie, oder sie oder ein 
Teil von ihr ist das Edukt einer weiteren Reaktion oder Reaktions- 
folge, die zu der zu vermehrenden Nukleinsaure f iihrt . 

Allgemeine Verfahrensaspekte zu Schritt 1 

Bereitstellung der zu vermehrenden Nukleinsaure : Ausgehend von 
einem mittels der Template-Primer-Kombination vorgelegten Satz 
sinnvoll angeordneter f unktioneller, Sequenzen wird in Schritt 1 
durch die RT-Aktivitat eine diese f unktionellen Sequenzen ebenfalls 
enthaltende cDNA geschaffen, die mit der Template-Nukleinsaure 
zusammen die cDNA-Template-Duplex bildet. Falls diese noch nicht 
alle fiir die zu vermehrende Nukleinsaure und deren Synthese 
erforderlichen f unktionellen Sequenzen in der notwendigen Konstel- 
lation (RNA oder DNA, einzel- oder doppelstrangig) aufweist, miissen 
die noch fehlenden uber weitere Nukieinsauren bzw. Reaktionen 
eingebracht und mit den bereits vorhandenen funktionellen Sequenzen 
zu der zu vermehrenden Nukleinsaure zusammengefugt werden. 

Das Einbrinaen der funktionellen Sequenzen , welche fur die 
Herstellung und Amplif ikation der zu vermehrenden Nukleinsaure 
benotigt werden^ kann entweder so erfolgen, dass bereits die 
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Template-Nukleinsaure alle f unktionellen Sequenzen enthalt, wobei 
der RT-Primer und die Reakt ionsbedingungen so gewahlt warden, dass 
auch die cDNA bzw. die cDNA-Template-Duplex diese f unktionellen 
Sequenzen enthalt. cDNA bzw. cDNA-Template-Duplex konnen dann die 
zu vermehrende Nukleinsaure darstellen oder enthalten. Andererseits 
ist es moglich, eine Template-Nukleinsaure vorzulegen, welche nicht 
alle der fur die Herstellung und Ainplif ikation der 'zu vermehrenden 
Nukleinsaure benotigten f unktionellen Sequenzen enthalt, wobei die 
fehlenden vermittelst weiterer Nukleinsauren eingebracht werden 
miissen. Moglichkeiten daftir bieten der RT-Primer, weitere an die 
Template-Nukleinsaure anhybridisierte DNA-Molekiile, die nach 
erfolgter RT-Reaktion durch Ligation mit der synthetisierten cDNA 
verbunden werden, ein an die cDNA hybridisierter Primer fur die 
Synthese einer dsDNA oder andere Nukleinsauren, von denen minde- 
stens eine an die in der cDNA am weitesten downstream gelegene 
Hybridisierungssequenz hybridisiert wird. Zu den letzteren 
Nukleinsauren gehSren die Reportersonden oder die Nukleinsauren, 
welche die spezifische Verkniipfung zwischen der cDNA und einer 
Reportersonde herstellen. 

Reaktionsbedinqunaen fiir d ie RT-Reaki- i on - Fiir. die Sensitivitat des 
PERT Assay ist wesentlich, dass der nachzuweisenden RT-Aktivitat 
optimale Reaktionsbedingungen hinsichtlich pH, Salzkonzentration, 
lonenstarke. Art und Konzentration des eingesetzten divalenten 
Kations (Mg, Mn) , Konzentration der verwendeten dNTPs, sowie der 
Reaktionstemperatur angeboten werden. Von Bedeutung ist ferner, die 
funktionelle Integritat der Template-Primer-Kombination iiber die 
Dauer der RT-Reaktion zu gewShrleisten. 

Synthese und Zusammense tzung der rPNA ; Diese besteht an ihrem 
5'-Ende aus dem RT-Primer. Das 3'-Ende wird gebildet durch den in 
der RT-Reaktion synthetisierten Abschnitt . Falls die Template-Nu- 
kleinsaure nebst der Template-RNA auch eine Template-DNA umfasst, 
besteht die cDNAam 5'-Ende aus dem RT-Primer, in der Mitte aus dem 
zur Template-RNA komplementaren Teil sowie am 3'-Ende aus einem 
Teil, der mindestens zum 3'-Ende der Template-DNA komplementar ist. 
Nicht Bestandteil der cDNA sind hingegen jene an die Template-Nu- 
kleinsaure anhybridisierten vorgelegten Nukleinsauren; diese werden 
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erst in einer weiteren Reaction durch Ligation mit der cDNA 
verbunden - 

Elimination der Templat e-Nukleinsaure : In gewissen Varianten des 
PERT Assay ist es vorteiihaft Oder notwendig, nach Abiauf der 
RT-Reaktion die Template-Nukleinsaure als Teilnehmer an den 
nachfolgenden Reaktionen zu eliminieren. Die Massnahmen, die dazu 
eingesetzt werden konnen, bestehen z.B. darin, dass die im 
Reaktionsgemisch vorhandene RNA durch enzymatische Behandiung, z.B. 
durch RNase, oder chemische Behandlung (z.B, basische Hydrolyse) 
vollstandig degradiert wird, ohne dass dabei die cDNA-Molekiile 
eliminiert werden. Durch die Degradation der RNA wird auch die 
Funktion der Template-Nukleinsaure zerstort, da sie obiigatori- 
scherweise eine Template-RNA enthait. Bei alien PERT -Varianten 
besteht zudem die Moglichkeit, den RT-Primer iiber dessen 5'-Ende, 
z.B. mittels einer funktionellen Gruppe (Rl) , an einen Carrier zu 
binden. Die durch die RT-Aktivitat synthetisierte cDNA wird dadurch 
ebenfalls an den Carrier gebunden. Es entsteht dadurch generell die 
Moglichkeit, die Template-Nukleinsaure durch Denaturation und 
anschiiessendes Wegwaschen zu entfernen, so dass sie in den 
folgenden Reaktionen nicht mehr interf eriert . Ist Waschen nicht 
ausreichend, konnen die RNA-Anteile der Template-Nukleinsaure auch 
durch basische Hydrolyse zerstort und anschliessend abgesaugt 
werden; nach Waschen mit einem neutralen Puffer werden die in den 
folgenden Reaktionen benotigten Reagentien in einem geeigneten 
Puffer zugegeben. 

Es ist fiir jeden geubten Molekularbiologen of f ensichtlich, dass 
sich anhand der hier und im folgenden dargestellten Prinzipien und 
unter Einbezug sinnvoller Kombinationen eine grosse Vielfalt von 
Moglichkeiten ergibt, einen PERT Assay durchzufiihren, welcher die 
. erfindungsgemassen Vorgaben erfullt. Essentiell ist in jedem Fall, 
dass samtliche im Verfahren eingesetzten Nukleinsauren, sowie deren 
funktionelle Sequenzen und funktionellen Gruppen, die weiteren 
Reagentien und die gewahlten Reaktionsbedingungen derart unterein- 
ander und gegenuber dem Untersuchungsmaterial abgestimmt sind, dass 
die vorgegebene Spezifitat und Sensitivitat des Verfahrens 
gewahrleistet sind. 
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Aufbau des PERT Assay bei Verwendung der PCR in Schritt 2 

Fig. 2 und 3 zeigen Varianten von PERT Assays, die auf der 
Verwendung der Polymerase Chain Reaction in Schritt 2 beruhen. 
Bevorzugterweise wird dabei als Template-Nukleinsaure eine reine 
RNA verwendet. Es existieren zwei prinzipiell verschiedene 
Moglichkeiten, die durch Einwirkung der RT-Aktivitat synthetisierte 
cDNA sensitiv, d.h. uber einen Amplif ikationsprozess, nachzuwei- 
sen: Einerseits kann die cDNA, bzw. rumindest eine Teilsequenz 
davon, direkt amplifiziert werden. Dieses Prinzip ist in Fig. 2 
illustriert. Andererseits kann anstelle der cDNA eine Teilsequenz 
einer DNA-Reportersonde, die mit der cDNA spezifisch, d.h. durch 
Hybridisierung, verbunden wird, amplifiziert werden (Fig. 3). in 
beiden Fallen gelangen lediglich drei Arten von funktionellen 
Sequenzen zum Einsatz, namlich Hybridisierungs-, Spacer- und 
flankierende Sequenzen. 

Fig. 2 zeigt eine Variante, bei der die zu vermehrende Nukleinsaure 
eine Sequenz der cDNA ist. 

Schritt 1 : Vorgelegt wird eine Template-Nukleinsaure, welche die 
funktionellen Sequenzen (la) (lb) (Ic) (Id) (le) (If) (Ig) enthalt . Von 
diesen sind (lb), (id) und (If) " Hybridisierungssequenzen und 
notwendig. (Ic) und (le) sind nicht notwendige Spacer-Sequenzen; 
(Ic) ist aber bevorzugterweise vorhanden. Nicht notwendig sind die 
flankierenden Sequenzen (la) und (Ig) . Von den drei Hybridisie- 
rungssequenzen dient (If) dem Annealing des RT-Primers. (lb) und 
(Id) dienen in Schritt 2 dem Annealing der Primer fiir die Amplifi- 
kation des Produkts der RT-Reaktion (Amplif ikationsprimer) . Die in 
(lb) angelegte Sequenz dient dabei dem Annealing des 1. Amplifika- 
tionsprimers, die in (Id) angelegte Sequenz dem Annealing des 2. 
Amplif ikationsprimers. Der RT-Primer (Rl) (2a) (2b) ist bevorzugter- 
weise ein Oligonukleotid. Das am 3'-Ende gelegene und notwendige 
{2b) vermittelt das Annealing an (If) der Template-Nukleinsaure'. 
Das am 5'-Ende gelegene nichtkomplementare (2a) hingegen ist niche 
notwendig und dient dazu, allenfalls erwiinschte weitere Funktionen 
in die cDNA einzubringen . Bei Anwesenheit von RT-Aktivitat irr. 
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aufgearbeitecen Untersuchungsmaterial wird in der Reaction (3) 
unter Verwendung der benotigten dNTPs eine cDNA (2) synrhetisiert, 
welche maximal die Elemente (Rl) (2a) (2b) (2c) (2d) (2e) (2f) (2g) 
enthalt. Fiir das Funktionieren des PERT Assay mussen in der 
RT-Reaktion zumindest die funktionellen Sequenzen bis und mit (2f) 
synthetisiert warden. Diese cDNA enthalt die mittels der PCR zu 
vermehrende Nukleinsaure. 

Es muss nun durch entsprechende Massnahmen sichergestellt 
werden^ dass die Amplif ikation in Schritt 2 ausschliesslich von der 
in der RT-Reaktion synthetisierten cDNA (2), nicht aber von der aus 
RNA bestehenden Template-Nukleinsaure (1) ausgeht . Letzteres kann 
z.B, dann eintreten, wenn die in Schritt 2 eingesetzte DNA-abhangi- 
ge DNA-Polymerase auch eine gewisse RNA-abhangige DNA-Polymeraseak- 
tivitat besitzt oder die eingesetzte Enzympraparation durch ein 
Enzym mit solcher Aktivitat kontaminiert ist. Falls das in Schritt 
2 verwendete DNA-Amplif ikationsverf ahren Gewahr bietet, dass dabei 
kein einziges RNA-Molekiil in cDNA umgesetzt wird, Oder dass, falls 
tatsachlich RNA-Molekiile in cDNA umgesetzt werden, die Sensitivitat 
des PERT Assay unter den gewahlten Bedingungen zur Erfassung dieser 
unspezifischen Aktivitat nicht ausreicht, kann auf solche Massnah- 
men verzichtet werden. Generell muss aber auch sichergestellt 
werden, dass die in grossem Ueberschuss vorhandene Template-Nukle- 
insaure (1) in den nachf olgenden Reaktionen nicht durch Absatti- 
gung von Amplif ikationsprimern eine effiziente Vermehrung der 
DNA-Sequenzen verunmoglicht , so dass es zu f alsch-negativen 
Resultaten kommt. Bevorzugterweise wird daher in Reaktion (4) die 
vorhandene Template-Nukleinsaure (1) mittels einer der bereits 
erwahnten Massnahmen als Teilnehmer an nachf olgenden Reaktionen 
eliminiert. Die einzelstrangige cDNA (2) ist das Produkt von 
Schritt 1. 

Schritt 2: An die cDNA (2) wird sodann in Reaktion (5) der erste 
Amplif ikationsprimer (R2) (6a) {6b) anhybridisiert . Dieser ist 
bevorzugterweise ein DNA-Oligonukleotid . (R2) ist bevorzugterweise 
verschieden von (Rl) . Das am S'-Ende des Primers gelegene, 
notwendige (6b) dient der Hybridisierung an (2f) der cDNA. Das am 
5'-Ende gelegene, nicht notwendige (6a) besitzt keine Komple- 
mentaritat zur cDNA. Durch Zugabe einer DNA-abhangigen DNA-Polyme- 
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rase wird in Reaktion (7) unter Einbezug von dNTPs eine dsDNA 

(2)// (6) synthetisiert . 

In Reaktion (4) wird diese dsDNA denaturiert, worauf in 
Reaktion (5) ein erneutes Annealing des ersten Amplif ikacionspri- 
mers (R2) (6a) (6b) sowie ein erstmaliges Annealing des zweiten 
Amplifikationsprimers (R3) (8a) (8b) an den ' entsprechenden DNA-Ein- 
zelstrang erf olgt . Der zweite Amplif ikationsprimer ist ebenfalls 
bevorzugterweise ein DNA-Oligonukleotid, das keine Komplementaritat 
rait dem 1. Amplif ikationsprimer auf weist . (R3) ist wiederum 
bevorzugterweise verschieden von (Rl) . Das am 3'-Ende des Primers 
gelegene obligatorische (8b) dient der Hybridisierung an (6d) des 
zweiten DNA-Strangs. Das am 5'-Ende gelegene fakultative (8a) 
besitzt keine Homologie zur cDNA. Durch die DNA-abhSngige DNA-Poly- 
merase werden in Reaktion (7) unter Einbezug von dNTPs die dsDNA 
(2)// (6) bzw. (6)// (8) synthetisiert. Diese werden in den nachsten 
Amplif ikationszyklus eingeschleust . Als Hauptprodukt des Amplif ika- 
tionprozesses entsteht eine dsDNA bestehend aus den Elementen 
(R2) (6a) (6b) (6c) (6d) (8a') auf dem einen Strang und den Elementen 
(R3) (8a) (8b) (8c) (8d) (8e) auf dem anderen Strang. 

Schritt 3 : Diese dsDNA kann fur die Analyse gemass den spater 
folgenden generellen Anmerkungen zu Schritt 3 herangezogen werden. 
Alternativ konnen die f unktionellen Gruppen (R) als Markierungen 
eingesetzt werden und ermoglichen so einfache Detektionssysteme zum 
Nachweis von dsDNA-Molekulen, die zwei dieser Markierungen, 
bevorzugt (R2) und (R3), tragen. Solche Detektionssysteme konnen 
beispielsweise auf ELISA-Basis, aber auch auf der einfachen und 
kostengiinstigen Partikelagglutination beruhen. 

Modif ikationen : 

Die als fakultativ benannten funktionellen Sequenzen und funktio- 
nellen Gruppen in Template-Nukleinsaure und den Primern konnen, 
einzeln oder in den verschiedenen moglichen Kombinationen , 
entfallen. Falls in. den Amplif ikationsprimern (6a) und (8a) 
weggelassen werden, entsteht als Amplif ikationsprodukt eine 
doppelstrangige DNA bestehend aus den Sequenzen (6b) (6c) (6d)// (8b)- 
(8c) (8d) . 

Bei der Template-Nukleinsaure (1) konnen die f lankierende.-: 
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Sequenzen (la) und (Ig) beliebige Funktxonen haben, mir der 
einzigen Restriktion, dass sie nicht mit dem opcimalen Ablauf des 
PERT in unzulassiger Art interf erieren . Unter diesem Vorbehait ist 
es moglich, naturlich vorkommende RNA-Molekiiie als Template-Nukie- 
insaure (1) einzusetzen. 

Abweichend von der Norm kann eine funktionelle Sequenz in 
gewissen Situationen mehr als einer Funktion dienen. Beispielsweise 
konnen die Hybridisierungsfunktionen von (Id) und (If) zusammenge- 
legt werden. In diesem Fall wird in Schritt 1 die Sequenz (Id) das 
Annealing eines RT-Primers (R3) (8a) (8b) an die Template-Nukleinsau- 
re (1) vermitteln und in Schritt 2 die von (Id) abgeleitete Sequenz 
(6d) das Annealing des 2, Amplif ikationsprimers (R3) (Ba) (8b) . Es 
entf alien dann die f unktionellen Sequenzen (le) und (If) der 
Tempiate-Nukleinsaure (1), die von diesen abgeleiteten funktionel- 
len Sequenzen sowie der separate RT-Primer (Rl) (2a) (2b) . 

Als weitere Modifikation konnen diese Hybridisierungsfunktio- 
nen so angelegt werden, dass die sie ausubenden Sequenzen (Id) und 
(If) sich teilweise uberlappen . Dann entfallt die Spacer-Sequenz 
(le) und die von dieser abgeleiteten Sequenzen. 

Die Verwendung unterschiedlicher Sequenzen fur das Annealing 
des RT-Primers und des 2. Amplif ikationsprimers ermogiicht 
andererseits die Verwendung von RNA im RT-Primer; dadurch konnen 
Sensitivitat und/oder Spezifitat des PERT Assay beeinflusst werden. 

Abweichend von der Norm existiert auch die Moglichkeit, fiir 
verschiedene funktionelle Sequenzen identische Basensequenzen zu 
verwenden, diese konnen auch homopolymer sein. Dies betriffe die 
f lankierenden Sequenzen (la) und (Ig) sowie die Spacer-Sequenzen 
(Ic) und (le) der Tempiate-Nukleinsaure (1)^ die homopolymer 
und/oder untereinander identisch sein konnen. 

Schliesslich existiert die Moglichkeit / eine Tempiate-Nuklein- 
saure mit mehreren Hybridisierungssequenzen fiir RT-Primer auszu- 
statten. 

Fig. 3 zeigt die Verwendung einer Reporter sonde . 

Schritt 1 : Wenn anstelle der cDNA eine Reportersonde zur Amplifika- 
ticn verwendet wird, braucht die Tempiate-Nukleinsaure nicht alle 
der in Fig, 2 aufgefuhrten f unktionellen Sequenzen zu enthalten. 
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vorgelegt wird nun eine Template-Nukleinsaure, welche die funktio- 
nelien Sequenzen (la) (lb) (Ic) (Id) (le) enthalt. (Id) dient der 
Bindung des RT-Primers und ist notwendig; (Ic) hat Spacerf unktion 
und ist nicht erforderlich. Die Hybridisierungssequenz (lb) ist 
notwendig/ die davon abgeleitete Sequenz (2d) der cDNA dient der 
Bindung der Reportersonde . (la) und (le) sind nicht notwendige, 
flankierende Sequenzen. 

Die Template-Nukleinsaure ist uber die Hybridisierungssequenz 
(Id) mit dem RT-Primer (Rl) (2a) {2b) verbunden. Fiir diesen gelten 
die in Fig. 2/Schritt 1 zum RT-Primer gemachten Angaben. Bei 
Anwesenheit von RT-Aktivitat im auf gearbeiteten Untersuchungsmate- 
rial wird in der Reaktion (3) unter Einbau der benotigten dNTPs die 
CDNA (2) synthetisiert, welche maximal die Elemente (Rl) (2a) (2b) 
(2c) (2d) (2e) enthait. Fur das Funktionieren des PERT Assay miissen 
minimal die Elemente (Rl) (2a) (2b) (2c) (2d) vorhanden sein. Diese 
CDNA (2) ist mit der Template-Nukleinsaure (1) in Form einer 
Heteroduplex verbunden und ist in der- Lage, vermittelst (Rl) an 
einen Carrier gebunden zu werden, bzw. ist dann, wenn (Rl) Carrier 
ist, bereits Carrier-gebunden . 

Wiederum muss sichergestellt werden, dass die Template-Nukle- 
insaure (1) nicht als spezifischer Kompetitor fiir die Reportersonde 
(6) auftritt und dadurch zu f alsch-negativen Resultaten f iihrt . In 
Reaktion (4) wird daher mit einer der genannten Methoden die 
vorhandene Template-Nukleinsaure, die RNA (1), als relevanter 
Teilnehmer an der Annealingreaktion (5a) eliminiert. An die cDNA 
(2) wird sodann in Reaktion (5a) eine DNA-Reportersonde (6) 
anhybridisiert, welche die zu vermehrende Nukleinsaure darstellt 
bzw. enthalt und aus den f unktionellen Sequenzen (6a) {6b) {6c) (6d) 
(6e) (6e) (6f) {6g) besteht. Von diesen ist (6f) notwendig und 
diejenige Sequenz, die spezifisch mit dem in der RT-Reaktion (3) 
synthetisierten (2d) der cDNA (2) hybridisiert . Alle anderen 
f unktionellen Sequenzen der Reportersonde (6) hybridisieren nicht 
mit der cDNA (2) und weisen keine Sequenzidentitat mit funktionel- 
len Sequenzen von ihr auf. (6b) und (6d) sind notwendige Hybridi- 
sierungssequenzen fiir die Amplif ikationsprimer . (6d) dient deir. 
Annealing des ersten Amplif ikationsprimers, die zu (6b) komplemen- 
tare Sequenz dient dem Annealing des zweiten Amplif ikationsprimers . 
(6c) und (6e) sind nicht notwendige Spacer-Sequenzen; {5c) 
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jedoch bevorzugterweise vorhanden. (6a) und (6g) sind facultative 
f lankierende Sequenzen, Die Reportersonde (6) Jcann an ihrem 5'-Ende 
Oder anderswo ebenfails eine funktionelle Gruppe (R2) tragen; diese 
muss von (Rl) verschieden sein. 

Spatestens nach der Hybridisierung (5a) der Reportersonde (6) 
an die cDNA (2) wird die cDNA mittels der f unktionellen Gruppe (Rl) 
an einen Carrier gebunden und nichtgebundene Reportersonde unter 
nichtdenaturierenden Bedingungen vollstandig aus dem Reaktionsge- 
misch entfernt. Damit rigoros gewaschen werden kann, ist eine 
Starke Bindung zwischen der carriergebundenen cDNA (2) und der 
Reportersonde (6) notwendig. Der Hybridisierungsbereich dieser 
beiden Nukleinsauren^ (2d) bzw. (6f ) , muss daher von geniigender 
Lange und geeigneter Beschaf f enheit sein, und das Annealing der 
Reportersonde (6) muss unter. optimalen Reaktionsbedingungen 
erfolgen, Ebenso muss darauf. geachtet werden, dass die Bindung der 
cDNA (2) an den Carrier bestehen bleibt. 

Schritt 2 : Nach vollstandigem Wegwaschen ungebundener Reportersonde 
(6) wird in einer weiteren Reaktion (5b) in einem geeigneten Puffer 
der 1. Amplif ikationsprimer (R3) (8a) (8b) zugegeben, Dieser ist 
bevorzugterweise ein DNA-Oligonukleotid; bevorzugterweise ist (R3) 
verschieden von (Rl) . Das am 3'-Ende gelegene (8b) dient dem 
Annealing an (6d) der Reportersonde. Das am 5'-Ende gelegene (8a) 
ist fakultativ, hat keine Komplementaritat zur Reportersonde und 
weder Identitat noch Komplementaritat zur cDNA (2) . Durch Zugabe 
einer DNA-abhangigen DNA-Polymerase wird unter Einbezug von dNTPs 
in Reaktion (7) die dsDNA (6) // (8) synthetisiert . In Reaktion (4) 
wird diese dsDNA denaturiert, worauf in einer erneuten Reaktion (5) 
das Annealing nun sowohl des 1. als auch des 2. Amplif ikationspri- 
mers an den entsprechenden DNA-Einzelstrang erfolgt. Der 2. 
Amplif ikationsprimer (R4) (9a) (9b) ist bevorzugterweise ein DNA- 
Oligonukieotidr das weder Identitat noch Komplementaritat mit der 
cDNA aufweist; bevorzugterweise ist (R4) von (Rl) verschieden. Das 
am 5'-Ende gelegene nichtkomplementare (9a) ist fakultativ. Das 
am 3'-Ende gelegene obligatorische (9b) vermittelt das Annealing 
mit {8d) . Durch die . DNA-abhangige DNA-Polymerase werden unter 
Einbezug von dNTPs in Reaktion (7) die dsDNA (6)// (8) bzw. (8)// (9) 
synthetisiert . Diese werden in den nachsten Amplif ikationszyklus 
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eingeschleust. Als Hauptprodukt der Amplif ikation entsteht eine 
dsDNA (R3) {8a) (8b) (8c) (Sd) (9a' ) // {R4) (9a) (9b) (9c) (9d) (9e) . 

Schritt 3: 1st analog Schritt 3 von Fig, 2. 

Modif ikationen : 

In der Template-Nukleinsaure (1) konnen mehrere Hybridisierungsse- 
quenzen (lb) fur Reportersonden, bevorzugterweise jeweils durch 
eine kurze Spacer-Sequenz voneinander getrennt, plaziert werden. 
Die Hybridisierungssequenzen brauchen nicht identisch zu sein, so 
dass verschiedene Reportersonden eingesetzt werden konnen. Ebenso 
exist iert die Moglichkeit, die Template-Nukleinsaure mit mehreren 
Hybridisierungssequenzen fur RT-Primer auszustatten . 

Die als fakultativ benannten f unktionellen Sequenzen und 
funktionellen Gruppen in Template-Nukleinsaure, Primern und 
Reportersonde konnen, einzeln oder in den verschiedenen moglichen 
Kombinationen, entfallen. Falls bei den Amplif ikationsprimern auf 
(Ba) und (9a) verzichtet wird, entsteht als Amplif ikationsprodukt 
eine doppelstrangige DNA mit den funktionellen Sequenzen (8b) (8c) 
(8d)//{9b) (9c) (9d) . Auf (Rl) als Bestandteil des RT-Primers kann 
dann verzichtet werden, wenn die Bedingungen fur die RT-Reaktion 
so gewahlt werden, dass dabei mit Liganden markierte Deoxyribonu- 
kleotidmonophosphate in die neusynthet isierte cDNA eingebaut 
werden; diese funktionellen Gruppen konnen dann im Sinne von (Rl) 
die cDNA an einen Carrier binden. 

Bei der Reportersonde (6) konnen (6a) und (6g) beliebige 
Funktionen aufweisen. Dies ermoglicht, naturlich vorkommende 
lineare oder ringformige Nukleinsauren als Reportersonde einzu- 
setzen . 

Es ist ferner moglich, die zu amplif izierende Region der 
Reportersonde (6) nicht upstream, sondern downstream der cDNA-bin- 
denden Region (6f) zu plazieren, so dass sie in den Bereich von 
(6g) zu liegen kommt . Die zu amplif izierende Region kann (6f) auch 
einschliessen oder mit diesem iiberlappen; dies letztere ist aller- 
dings keine bevorzugte Konstellation . 

Abweichend von der Norm kann eine funktionelle Sequenz in 
gewissen Situationen mehr als eine Funktion aufweisen. Beispiels- 
weise konnen die Hybridisierungsf unktionen von (6d) und (6f) 
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zusammengelegt: werden. In diesem Fall wird (6d) vorerst das 
Annealing der Reporcersonde an die cDNA vermitteln (dies bedingt 
naturlich auch eine in (lb) entsprechend modifizierte Template-Nu- 
kleinsaure!) und dann, nach dem Wegwaschen der ungebundenen 
Reportersonde (6) und einem in- diesem Fall notwendig werdenden 
Denaturierungsschritt, auch den Primer (R) (8a) {8b) binden. Dadurch 
entfallen (6e) und (6f) der Reportersonde sowie die von diesen 
abgeleiteten funJctionellen Sequenzen. Als weitere Modifikation 
konnen die Hybridisierungsfunktionen von (6d) und (6f) so angelegt 
werden, dass die sie ausiibenden Sequenzen sich teilweise viberlap- 
pen. Dann entfallt die Spacer-Sequenz (6e) und die von dieser 
abgeleiteten Sequenzen. 

Die Moglichkeit der teilweisen, allerdings nur geringfugigen, 
Ueberlappung existiert sciiliesslich auch fiir (lb) und (Id) der 
Template-Nukleinsaure (1), solange die Reportersonde dadurch nicht 
an (2b) hybridisiert . 

Abweichend von der Norm konnen fvir verschiedene funktionelle 
Sequenzen identische Basensequenzen verwendet werden, diese konnen 
auch homopolymer sein. Dies betrifft die f lankierenden Sequenzen 
(la) und (le) sowie die Spacer-Sequenz (Ic) der Template-Nuklein- 
saure, die homopolymer und/ode;r untereinander identisch sein 
konnen. Homopolymer und/oder untereinander identisch konnen auch 
die f lankierenden Sequenzen (6a) und (€g) sowie die Spacer-Sequen- 
zen (6c) und (6e) der Reportersonde (6) sein. 

Aufbau des PERT Assay bei Verwendung eines auf der Ligase Chain 
Reaction (LCR) basierenden Amplifikationsverfahrens in Schritt 2 

Gemass den PS WO 89/12696 und WO 89/09835 ist die LCR ein weiteres 
Verfahren zur Amplif ikation von Nukleinsauresequenzen. Ihre Ver- 
wendung im Rahmen des PERT Assay ist in den Figuren 4 und 5 be- 
schrieben. Bevorzugterweise wird dabei als Template-Nukleinsaure 
eine reine RNA verwendet; keinesfalls darf die in Schritt 2 zu 
vermehrende Sequenz der Template-Nukleinsaure aus DNA bestehen. Die 
zum Einsatz gelangenden funktionellen Sequenzen sind Hybridisie-- 
rungs-, Spacer- und flankierende Sequenzen. 
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Fig. 4 zeigt den prinzipiellen Verf ahrensablauf , wenn eine Teil- 
sequenz der cDNA selbst amplifiziert wird. 

Schritt 1: Vorgelegt wird eine Template-Nukleinsaure (1), welche 
die funktionellen Sequenzen (la) bis (If) enthalt . Von diesen sind 
(lb), (Ic) und (le) Hybridisierungssequenzen und fur das Funktio- 
nieren des PERT Assay notwendig, (Id) ist eine nicht notwendige 
Spacer-Sequenz, und (la) und (If) sind nicht notwendige flankie- 
rende Sequenzen. Von den drei Hybridisierungssequenzen dient (le) 
dem Annealing des RT-Primers . (lb) und (Ic) ^ welche unmittelbar 
aneinander anschliessen, sowie die zu ihnen komplementaren 
Sequenzen dienen dem Annealing der beiden DNA-Oiigonukleotidpaare, 
mit deren Hilfe die . LCR-Amplif ikation einer Teilsequenz des 
Produkts der RT-Reaktion erf olgt . Der RT-Primer (Rl) (2a) (2b) 
besitzt an seinem 3'-Ende die notwendige Hybridisierungssequenz 
(2b) . Das am 5'-Ende gelegene (2a) ist fakultativ und besitzt keine 
Komplementaritat zur Template-Nukleinsaure . (Rl) ist ebenfalls 
fakultativ. Falls der RT-Primer eine DNA ist, ermoglicht X2a) , 
zusatzliche gewunschte Funktionen in die cDNA einzubringen . Bei 
Anwesenheit von RT-Aktivitat im auf gearbeiteten Untersuchungsmate- 
rial wird in der Reaktion (3) unter Verwendung von dNTPs eine cDNA 
(2) synthetisiert, welche maximal die Elemente (Rl) (2a) (2b*) (2c) 
(2d) (2e) (2f) enthalt. Fur das Funktionieren des PERT Assay mussen 
in der RT-Reaktion zumindest die funktionellen Sequenzen bis und 
mit (2e) synthetisiert werden, Diese cDNA enthalt die mittels der 
LCR zu vermehrende Nukleinsaure . 

Fur einen optimalen Ablauf des PERT Assay wird zunachst die 
Template-RNA der Template-Nukleinsaure (1) in Reaktion (4) 
degradiert und als Reaktionspartner in den kommenden Reakticnen 
eliminiert. Dies ist wunschenswert, well damit das Annealing des 
zweiten Oligonukleotidpaares an die Template-Nukleinsaure verhin- 
dert werden kann. Ein solches Annealing kann, je nach den gewahlten 
Reaktionsbedingungen und Reagentien, zu f alsch-positiven oder 
falsch-negativen Resultaten des PERT Assay fQhren: Falsch-positive 
Resultate entstehen dann, wenn das an die Template-Nukleinsaure 
gebundene zweite Oligonukleotidpaar, bestehend aus (R4) (9a) (9b) und 
(9c) (9d) (R5) [s. unten), durch eine Ligase wie diejenige aus dem 
Bacteriophagen T4 zu einem koharenten DNA-Strang ligiert wird. 
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Falsch-negative Resuitate entstehen dann, wenn das an die Template- 
Nukieinsaure (1) gebundene zweite Oligonukleotidpaar durch die 
eingesetizte Ligase zwar nicht zu einem koharenten DNA-Strang 
ligiert, aber infolge seiner Bindung an die in grosser Menge 
vorliegende Tempiate-Nukleinsaure. der Reaktion entzogen wird. 

Schritt — 2: In Reaktion (5) werden zwei DNA-Oligonukleotide, 
(R2) (6a) (6b) und (6c) (6d) (R3) , an die cDNA angelagert. Diese zwei 
Oligonukieotide sind in ihren Hybridisierungssequenzen (6b) bzw. 
(6c) vollstandig komplementar zu (2e) bzw. (2d) ' der cDNA und nach 
dem Annealing an dieselben lediglich durch ein Nick voneinander 
getrennt. (6a) bzw. {6d) sind fakultativ^ weisen keine Identitat 
Oder Komplementaritat zur cDNA auf und werden zur Einfuhrung 
ailfallig gewiinschter zusatzlicher DNA-Sequenzen in das Amplifika- 
tionsprodukt verwendet, Oligonukleotid (6c) (6d) (R3) ist am 5'-Ende 
phosphoryliert . Beziiglich Lokalisation der ebenfalls fakultativen 
funktioneilen Gruppen gilt, dass (R2) bevorzugterweise moglichst 
weit gegen das S'^-Ende von (6a) (6b) und (R3) moglichst weit gegen 
das 3'-Ende von (6c) (6d) liegt . In Reaktion (11) wird eine 
DNA-Ligase (z.B. des Bacteriophagen T4; mit Vorteil wird ein 
hitzestabiles Enzym verwendet) zur Ligation der beiden Oligonukieo- 
tide eingesetzt, wodurch der DNA-Strang (6) geschaffen wird. In 
Reaktion (8) wird denaturiert, worauf Strang (2) wiederum fur das 
Annealing der beiden Oligonukieotide (R2) (6a) (6b) und (6c) (6d) (R3) 
zur Verfugung steht. Strang (6) wird fur die weitere Amplif ikation 
verwendet. 

Zunachst erfolgt in Reaktion (5) das Annealing eines weiteren, 
analog zum ersten Paar konstruierten DNA-Oligonuklotidpaares . 
Dieses umfasst die Oligonukieotide (R4) (9a) (9b) und (9c) (9d) (R5) , 
deren Hybridisierungssequenzen (9b) bzw. (9c) vollkommen komplemen- 
tar zu (6c) bzw. (6b) sind und nach dem Annealing an diese un- 
mittelbar nebeneinander zu liegen kommen, und zwar optimalerweise 
so, dass das Nick zwischen dem 3'-Ende des einen und dem 5'-Ende 
des anderen gegeniiber dem Nick, das in Strang (6) vorhanden war, 
urn ein Nukleotid verschoben ist. Das 5'-Ende von {9c) (9d) {R5) muss 
ausserdem eine Phosphatgruppe tragen. Bezuglich Lokalisation der 
fakultativen funktioneilen Gruppen gilt, dass (R4) bevorzugterweise 
moglichst weit gegen das 5'-Ende von (9a) (9b) und (R5) moglichst 
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weit gegen das 3'-Ende von (9c) (9d) liegt. Wiederum sind (9a) und 
(9d) fakultativ. (9a) ist entweder komplementar zu (6d) oder nicht; 
desgleichen ist (9d) )complemenar zu (6a) Oder nicht . Nicht-)comple- 
mentare Sequenzen (9a) bzw. (9d) dienen zur Einfiihrung weiterer 
funJctioneller Sequenzen in das Amplif i)cat . Koihplementare Sequenzen 
(9a) bzw. (9d) .bewir)cen dagegen eine Verlangerung der Hybridisie- 
rungssequenzen. Durch erneute Aktion der DNA-Ligase (11) werden die 
beiden Oligonukleotide (R4) (9a) (9b) und (9c) (9d) (R5) zu Strang (9) 
ligiert, der mit Strang (6) partiell eine Duplex bildet. Nach 
erneuter Denaturierung (8) erfclgt wiederum das Annealing (5) der 
entsprechenden komplementaren Oligonukleotidpaare an die separier- 
ten Strange (6) und (9); als Resultat dieser zyklischen Amplifika- 
tion entstehen grosse Mengen des doppelstrangigen DNA-Oligonukleo- 
tiddimers (6) // (9) . 

Schritt 3: Dieses Produkt kann fur die Analyse gemass den spater 

folgenden generellen Anmerkungen zu Schritt 3 herangezogen werden. 
Alternativ konnen, falls mittels (R) Markierungen eingefuhrt 
wurden, einfache Detektionssysteme zum Nachweis von DNA-Molekulen, 
welche bestimmte neugebildete Kombinationen von f unktionellen 
Gruppen (R) tragen, eingesetzt werden. Diese Kombinationen sind: 

(R2) und (R3), (R2) und (R4), (R5) und (R4), (R5) und (R3) . Solche 
Detektionssysteme konnen beispielsweise auf ELISA-Basis, aber auch 
auf Partikelagglutination beruhen. Die mittels der Oligonukleotide 
eingefuhrten nichtkomplementaren f unktionellen Sequenzen (6a), 

(6d), (9a), und (9d) konnen, da die DNA in diesen Bereichen 
einzelstrangig ist, beim Nachweis mittels Hybridisierung Verwendung 
finden. 

Modif ikationen : 

Die als fakultativ benannten funktionellen Sequenzen und funktio- 
nellen Gruppen der eingesetzten Nukleinsauren konnen, einzeln oder 
in einer der verschiedenen moglichen Kombinationen, entf alien. 
Beim kombinierten Verzicht auf (6a), (6d) , (9a) und (9d) ist das 
Amplifikationsprodukt (6)// (9) ein dsDNA-Molekul, welches aus den 
Fragmenten (6b) (6c) //(9b) (9c) besteht . Die f lankierenden Sequenzen 
(9a) bzw. (9d) konnen so gestaltet werden, dass sie komplementar 
zu (6d) bzw. (6a) sind. 
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Bei der Tempiate-Nukieinsaure (1) konnen die f lankierenden 
Sequenzen (la) und (If) beliebige Funktionen aufweisen, so dass 
nanurlich vorkommende RNA-Molekiile als Tempiate-Nukieinsaure (1) 
eingesetzt warden konnen. 

Die Tempiate-Nukieinsaure (1) kann mehr als eine Hybridisie- 
rungssequenz fur den RT-Primer enthalten. 

Abweichend von der Norm kann eine funktionelie Sequenz in 
gewissen Situationen mehr als einer Funktion dienen. Beispielsweise 
konnen die Hybridisierungsfxanktionen von (Ic) und (le) zusammenge- 
legt werden. In diesem Fall vermittelt (Ic) vorerst das Annealing 
des nun auch als RT-Primer dienenden (R4) (9a) Ob) an die Tempiate- 
Nukieinsaure (1) . In Schritt 2 ist (R4) (9a) {9b) bekanntermassen 
eines der verwendeten Amplif ikationsoligonukleotide . Dadurch 
entfallen die funktionellen Sequenzen (Id) und (le) der Tempiate- 
Nukieinsaure (1) sowie alle von diesen abgeleiteten funktionellen 
Sequenzen. Ein separater RT-Primer (Rl) {2a) (2b) erubrigt sich 
ebenfalls. 

Als weitere Modifikation konnen diese Hybridisierungsfunktio- 
nen so angelegt werden, dass die sie ausubenden Sequenzen (Ic) und 
(le) sich teilweise uberlappen. Dann entfallt die Spacer-Sequenz 
(Id) und die von dieser abgeleiteten Sequenzen, 

Die Verwendung unterschiedllcher Sequenzen fur das Annealing 
des RT-Primers und des Amplif ikationsoligonukleotids (R4) (9a) (9b) 
ermoglicht- andererseits die Verwendung eines RNA-Primers; dadurch 
konnen Sensitivitat und/oder Spezifitat des PERT Assay beeinflusst 
wer den, 

Abweichend von der Norm existiert die Moglichkeit, fiir 
verschiedene funktionelie Sequenzen identische Basensequenzen zu 
verwenden, diese konnen auch homopolymer sein. Dies betrifft die 
flankierenden Sequenzen (la) und (If) sowie die Spacer-Sequenz (Id) 
der- Tempiate-Nukieinsaure (1), die homopolymer und/oder untereinan- 
der identisch sein konnen. 

Eine nicht bevorzugte, aber mogliche Modifikation besteht 
darin, fiir die Hybridisierungssequenzen (lb) und (Ic) der Template- 
-Nukleinsaure (1) ein und dieselbe, von den Sequenzen des Spacer- 
elements (Id) , der Hybridisierungssequenz (le) fiir den RT-Primer 
und der flankierenden Sequenzen (la) und (If) verschiedene Sequenz 
zu verwenden. Die Amplif ikationsoligonukleotide dlirfen dann nur aus 
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einer Hybridisierungssequenz bestehen und miissen am 5' -Ende phos- 
phoryliert sein. 

Fig. 5 zeigt den Verf ahrensablauf , wenn anscelle der cDNA zumindes^ 
eine Teilsequenz einer Reportersonde amplif iziert wird. 

Schritt 1 : Template-Primer-Kombination, RT-Reaktion (3) sowie deren 
Produkt sind in alien Aspekten identisch denjenigen aus Figur 3. 
Das aus Reaktion (3) hervorgehende Gemisch von Nukleinsauren wird 
in Reaktion (4) derart raodifiziert, dass sichergestellt wird, dass 
die Template-Nukleinsaure (1) in den folgenden Reaktionen nicht als 
spezifischer Kompetitor fiir die Reportersonde (6) auftritt und 
dadurch zu f alsch-negativen Resultaten f iihrt . In Reaktion (4.) wird 
daher mit einer der genannten Methoden die vorhandene Template-Nu- 
kleinsaure (1) als relevanter Teilnehmer an der Annealingreaktio- 
nen {5a) eliminiert. 

An die CDNA (2) wird sodann in Reaktion (5a) eine DNA-Repor- 
tersonde (6) anhybridisiert, welche die zu vermehrende Nukleinsaure 
darstellt oder enthalt und aus (6a) (€b) (6c) (6d) (6e) (6f) besteht . 
von diesen ist (6e) die Hybridisierungssequenz, die spezifisch mit 
dem in der RT-Reaktion (3) synthetisierten (2d) der cDNA hybridi- 
siert. Alle anderen funktionellen Sequenzen der Reportersonde 
hybridisieren nicht mit der cDNA. (6b) und (6c) schliessen 
unmittelbar aneinander an und sind notwendige Hybridisierungsse- 
quenzen fiir die Amplif ikationsoligonukleotide . Sie besitzen mit 
Vorteil weder Identitat noch KomplementaritSt zueinander und durfen 
weder Identitat noch Komplementaritat zur cDNA besitzen. (6d) ist 
eine nicht notwendige Spacer-Sequenz . (6a) und (6f) sind nicht 
notwendige flankierende Sequenzen. Spatestens nach der Hybridisie- 
rung (5a) der Reportersonde (6) an die cDNA (2) wird die cDNA 
mittels der funktionellen Gruppe (Rl) an einen Carrier gebunden und 
nichtgebundene Reportersonde unter nichtdenaturierenden Bedingungen 
vollstandig aus dem Reaktionsgemisch entfernt, wie fiir Fig. 3 
beschrieben . 

Schritt 2 : Danach wird in einer weiteren Annealingreaktion (5b) in 
einem geeigneten Puffer das erste Paar von Amplif ikationsoligonuk- 
leotiden, (R2)(9a)(9b) und {9c) ( 9d) (R3) , zugegeben. (9b) bzw. (9c) 
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dieser beiden Oligonukleotide sind vollstandig komplementar zu (6c) 
bzw. (6b) und nach dem Annealing an dieselben lediglich durch ein 
Nick voneinander getrennt* (9c) (9d) (R3) ist ausserdem am 5'-Ende 
phosphoryiiert. .(9a) bzw, (9d) sind fakultativ, weisen keine 
Identitat oder Komplementaritat- zur Reportersonde auf und warden 
zur Einfuhrung alifallig gewiinschter zusatzlicher DNA-Sequenzen in 
das Aitiplifikationsprodukt verwendet . Beziiglich Lokaiisation der 
fakultativen funktionellen Gruppen gilt, dass {R2) bevorzugterweise 
moglichst weit gegen das 5'-Ende von (9a) (9b) und (R3) moglichst 
weit gegen das 3'-Ende von (9c) (9d) liegt. (R2) und (R3) sollen 
zudem von (Rl) verschieden und nicht Carrier sein. In Reaktion (11) 
werden vermittelst der DNA-Ligase die beiden Oligonukleotide 
CR2) (9a) {9b) und (9c) (9d) (R3) zu einer koharenten Sequenz (9) 
ligiert. In Reaktion (8) wird denaturiert, worauf die Reportersonde 
(6) wiederum fiir das Annealing der beiden Oligonukleotide (R2) (9a) 
(9b) und (9c) (9d) (R3) zur Verfugung steht. Strang (9) wird fiir die 
weitere Amplif ikation verwendet . 

Zunachst erfolgt in Reaktion (5) das Annealing eines weiteren 
analog zum ersten Paar konstruierten DNA-Oligonuklotidpaars . Dieses 
umfasst die Oligonukleotide (R4) (10a) (10b) und (10c) (lOd) (R5) , 
deren funktionelle Sequenzen (10b) bzw, (10c) vollkommen komplemen- 
tar sind zu (9c) bzw. (9b) und nach dem Annealing an diese un- 
mittelbar nebeneinander zu liegen kommeii, und zwar optimalerweise 
.so, dass das Nick zwischen dem 3'-Ende des einen und dem 5'-Ende 
des anderen gegenuber dem Nick, das in Strang (9) vorhanden war, 
urn ein Nukleotid verschoben ist. Das 5'-Ende des Oligonukleotids 
(10c) (lOd) (R5) muss ausserdem eine Phosphatgruppe tragen . 

Beziiglich Lokaiisation der fakultativen funktionellen Gruppen 
gilt, dass (R4) bevorzugterweise moglichst weit gegen das 5'-Ende 
von (10a) (lOb) und (R5) moglichst weit gegen das 3'-Ende von 
(10c) (lOd) liegt. (R4) und {R5) sind zudem bevorzugterweise von 
(Rl) verschieden und nicht Carrier. (lOa) bzw. (lOd) sind fakulta- 
tive nicht-komplementare flankierende Sequenzen und dienen zur 
Einfuhrung weiterer Funktionen in das Amplif ikat. 

Durch erneute Aktion der DNA-Ligase (11) werden die beiden 
Oligonukleotide (R4) (lOa) (10b) und (lOc) (lOd) (R5) zu Strang (10) 
ligiert, der mit Strang (9) partiell eine Duplex bildet. Nach 
erneuter Denaturierung (8) erfolgt wiederum das Annealing (5) der 
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entsprechenden komplementaren Oligonukleotidpaare an die separier- 
ten Strange. (9) und (10); als Resultat dieser ryklischen Amplifika- 
tion entstehen grosse Mengen des teilweise doppelstrangigen 
DNA-Oligonukleotiddimers (9)// (10) . 

Schritt 3 : Das teilweise doppelstrangige DNA-Oligonukleotiddimer 
(9)// (10) wird mit den in Fig. 4 erwahnten Methoden nachgewiesen . 

Modif i)cationen : 

In der Template-Nukleinsaure (1) konnen mehrere Hybridisierungsse- 
quenzen (lb) fur Reportersonden, bevorzugterweise durch jeweils 
sine kurze Spacer-Sequenz voneinander getrennt, plaziert werden. 
Die Hybridisierungssequenzen brauchen nicht identisch zu sein, so 
dass verschiedene Reportersonden eingesetzt werden konnen. Des- 
gleichen konnen mehrere Hybridisierungssequenzen fiir den RT-Primer 
vorhanden sein. 

Die als fakultativ benannten Elemente in Template-Nukleinsau- 
re, RT-Primer, Reportersonde und Amplif ikationsoligonukleotiden 
konnen, einzeln oder in einer der verschiedenen moglichen Kombina- 
tionen, entfallen. Die f lankierenden Sequenzen (10a) bzw. (lOd) 
konnen so gestaltet werden, dass sie komplementar zu (9d) bzw. (9a) 
sind. Auf (Rl) als Bestandteil des RT-Primers kann dann verzichtet 
werden, wenn die Bedingungen fiir die RT-Reaktion so gewahlt werden, 
dass dabei mit Liganden markierte Deoxyribonukleotidmonophosphate 
in die neusynthetisierte cDNA eingebaut werden; diese f unktionellen 
Gruppen konnen dann im Sinne von (Rl) die cDNA an einen Carrier 
binden . 

Bei der Reportersonde (6) konnen die f lankierenden Sequenzen 
• (6a) und (6f) beliebiger Basensequenz sein. So ist es moglich, 
natiarlich vorkonunende lineare Oder ringfSrmige DNA-Molekule als 
Reportersonde einzusetzen. 

Es ist ferner moglich, die zu amplif izierende Region der 
Reportersonde (6) nicht upstream, sondern downstream der cDNA-bin- 
denden Hybridisierungssequenz (6e) zu plazieren, so dass sie in 
den Bereich von (6f) zu liegen kommt . Die zu amplif izierende Region 
kann auch mit (6e) uberlappen; dies ist allerdings keine bevorzug- 
te Konstellation . 

Abweichend von der Norm kann eine gegebene funktionelle 
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Sequenz in gewissen Situationen mehr als eine Funktion erfullen. 
Beispieisweise konnen die Hybridisierungsf unktionen von (6c) und 

(6e) zusammengelegt werden.* In diesem Fall wird {6c) vorerst das 
Annealing der Reportersonde an die cDNA vermitteln (dies bedingt 
natiirlich auch eine entsprechend modif izierte Template-Nukleinsau- 
re!) und dann, nach dem Wegwaschen der ungebundenen Reportersonde 
und einem in diesem Fall notwendig werdenden Denaturierungsschritt, 
auch das Amplif ikationsoligonukleotid (R2) (9a) (9b) binden. Infolge 
der Zusammenlegung dieser beiden Funktionen auf (6c) entf alien die 
funktionellen Sequenzen (6d) und (6e) der Reportersonde sowie die 
von diesen abgeleiteten funktionellen Sequenzen, 

Als weitere Modifikation konnen diese Hybridisierungsf unktio- 
nen so angelegt werden, dass die sie ausiibenden Sequenzen sich 
teilweise uberlappen. Dann entfallt die Spacerregion . (6d) und die 
von dieser abgeleiteten Sequenzen » 

Die Moglichkeit der teilweisen, nur wenige Nukleotide 
umfassenden Ueberlappung existiert schliesslich auch fur die 
funktionellen Sequenzen (lb) und (Id) der Template-Nukleinsaure 

(1), solange die Reportersonde dadurch nicht an (2b) hybridisiert . 
Abweichend von der Norm existiert die Moglichkeit, fur verschiedene 
funktionelle Sequenzen identische Basensequenzen zu verwenden, 
diese konnen auch homopolymer sein. Dies betrifft die f lankierenden 
Sequenzen (la) und (le) sowie die Spacer-Sequenz (Ic) der Template- 
Nukleinsaure, die homopolymer und/oder untereinander identisch 
sein konnen. Homopolymer und/oder untereinander identisch konnen 
auch die f lankierenden Sequenzen (6a) und (6f) sowie das Spacerele- 
ment (6d> der Reportersonde (6) sein. 

Eine nicht bevorzugte, aber mogliche Modifikation besteht 
darin, fiir die Oligonukleotidhybridisierungsregionen (6b) und (6c) 
der Reportersonde (6) ein und dieselbe, von den Sequenzen des 
Spacerelements (6d), der Hybridisierungssequenz {6e) und der 
. f lankierenden Sequenzen (Sa) und (6f ) verschiedene, Basensequenz 
zu verwenden. Die Amplif ikationsoligonukleotide durfen dann 
lediglich aus einer Hybriddisationssequenz bestehen und miissen am 
5'-Ende phosphoryliert sein. 
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Aufbau des PERT Assay bei Verwendung des "Process for Amplifying 
and Detecting Nucleic Acid Sequences" (WO 90/01069) in Schritt 2 

Fig. 6 und 7 zeigen den Reaktionsablauf des PERT Assays uncer 
Einbezug dieses Amplif ikation-sverf ahrens, in welchem sowohl 
Elemente der Ligase Chain Reaction als auch der Polymerase Chain 
Reaction verwendet werden. Bevorzugterweise wird dabei als 
Template-Nukleinsaure eine reine RNA verwendet; keinesfalls darf 
die in Schritt 2 zu vermehrende Sequenz der Template-Nukleinsaure 
aus DNA bestehen. An funktionellen Sequenzen werden Hybridisie- 
rungs-. Spacer- und f lankierende Sequenzen verwendet . 

Fig. 6 zeigt eine Variante, bei der die zu vermehrende Nukleinsaure 
eine Teilsequenz der cDNA ist. 

Schritt 1 : Vorgelegt wird eine Template-Nukleinsaure, welche die 
funktionellen Sequenzen (la) bis (Ig) enthalt. Die Template-Nukle- 
innsaure (1), der RT-Primer (Rl) (2a) (2b) und' die cDNA (2) sind 
beztiglich Struktur, Funktionszuteilung und Bezeichnung identisch 
mit denjenigen aus Fig. 2. Abweichend zu Fig, 2 ist die Spacer- 
Sequenz (Ic) hier immer notwendig. Identisch sind auch die 
Reagentien und Reakt ionsbedingungen fur die RT-Reaktion und deren 
Produkt. Fur das Funktionieren des PERT Assay miissen in dieser 
zumindest die funktionellen Sequenzen bis und mit (2f) syntheti- 
siert werden. 

Fiir einen optimalen Ablauf des PERT Assay wird zunachst die 
Template-Nukleinsaure in Reaktion (4) durch eine der erwahnten 
Methoden degradiert und als Reaktionspartner in den kommenden 
Reaktionen eliminiert. Dies ist wiinschenswert , well damit das 
Annealing des zweiten Oligonukleotidpaares an die Template-Nuklein- 
saure verhindert werden kann. Ein solches Annealing kann, je nach 
den gewahlten Reaktionsbedingungen und Reagentien, zu falsch-posi- 
tiven Oder aber f alsch-negativen Resultaten des PERT Assay f iihren : 
Falsch-positive Resultate entstehen dann, wenn die in den folgenden 
Reaktionen eingesetzte DNA-abhangige DNA-Polymerase auch eine 
RNA-abhangige DNA-Polymeraseaktivitat besitzt und wenn gleichzeitig 
die verwendete Ligase die DNA-Fragmente auch dann ligieren kann, 
wenn sie in Form einer RNA//DNA Heceroduplex vorliegen. Eine Ligase 
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mit solcher Funktion ist beispieisweise diejenige aus dem Bacteric- 
phagen T4 . Falsch-negative Resultate entstehen dann, wenn das an 
die Template-Nukieinsaure (1) gebundene zweite Oligonukleotidpaar 
durch die eingesetzte Ligase zwar nicht zu einem koharenten 
DNA-Strang iigiert, aber doch infoige seiner Bindung an die 
Template-Nukieinsaure der Bindung an das ligierte erste Oligonu- 
kleotidpaar entzogen wird, so dass es zu einem suboptimalen Ablauf 
der PCR kommt. 

Schritt 2: An die cDNA (2) wird nun in Reaktion (5) ein erstes Paar 
von DNA-Oligonukleotidprimern anhybridisiert . Das am 3'-Ende des 
Primers (R2) (6a) (6b) gelegene obligatorische (6b) dient der 
Hybridisierung an (2f) der cDNA. Das am. 5'-Ende gelegene (6a) ist 
fakultativ, besitzt keine Komplementaritat zur cDNA und dient der 
Einfiihrung einer neuen, in der cDNA noch nicht vorhandenen Sequenz. 
Auch (R2} ist fakultativ und bevorzugterweise verschieden von (Rl) . 
Der zweite der beiden Primer, (6d) (6e) (R3) ^ hat dieselbe Polaritat 
wie der erste und besteht aus einer obligatorischen, am 5'-Ende 
gelegenen Hybridisierungs sequenz (6d) , die komplementar zu (2d) der 
CDNA und am 5'-Ende phosphoryliert ist, sowie dem fakultativen 
(6e), das am 3'-Ende des Primers gelegen ist und der Einfiihrung 
einer allfaliigen weiteren Sequenz dient. Das fakultative (R3) ist 
bevorzugterweise verschieden von (Rl) . 

Im Gegensatz zur LCR, wo die beiden Amplif ikationsoligonukieo- 
tide eines Paars unmittelbar aneinander zu liegen kommen, sind sie 
hier durch die Spacer-Sequenz (2e) der cDNA voneinander getrennt. 
Die nach PS-WO 90/01069 bevorzugte Lange von (2e) betragt nur 
wenige Nukleotide, doch f unktioniert der PERT Assay auch bei 
iangerem (2e) . Durch eine DNA-abhangige DNA-Polymerase - es diirfen 
dafiir nur DNA-Polymerasen ohne syntheseabhangige 5'->3' Exonuclea- 
seaktivitat verwendet werden - wird in Reaktion (7) unter Einbezug 
von dNTPs in einer "gap filling" Reaktion das zu (2e) komplementa- 
re (6c) synthetisiert, das von Primer (6d) (6e) (R3) durch ein Nick 
getrennt bleibt. In Reaktion (11) wird eine DNA-Ligase (z.B. aus 
dem Bacteriophagen T4; mit Vorteil wird ein hitzestabiles Enzym 
verwendet) zur Ligation der beiden Fragmente eingesetzt, wodurch 
der koharente DNA-Strang (6) geschaffen wird. In Reaktion (8) wird 
denaturiert, worauf Strang (2) wiederum fiir das Annealing des 
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ersten Primerpaars zur Verfugung steht . Strang (6) wird fur die 
weitere Amplif ikation verwendet . 

Zunachst erfolgt in Reaktion (5) das Annealing des zweiten 
Paars von DNA-Oligonukleotid-Primern . Die dafur verwendeten 
Hybridisierungssequenzen (9b) bzw. (9d) sind komplementar zu (6d) 
bzw. (6b) des ersten Primerpaars. Der erste Primer des 2. Primer- 
paars besteht aus den Elementen (R4) (9a) (9b) , wobei wie erwahnt 
das am 3'-Ende dieses Primers gelegene obligatorische (9b) der 
Hybridisierung an (6d) des zweiten DNA-Strangs dient . Das am 
5'-Ende gelegene (9a) ist fakultativ, nicht-komplementar zu (6e) 
und dient dazu, allenfalls erwunschte weitere Funktionen in das 
Amplifikationsprodukt einzubringen . (R4) ist fakultativ und 
bevorzugterweise verschieden von (Rl) . Der zweite Primer dieses 
Paars ist von derselben Polaritat und besteht aus den f unktionellen 
Sequenzen (9d) (9e) (R5) . An seinem 5'-Ende ist er phosphoryliert , 
Das am 5'-Ende gelegene obligatorische (9d) ist komplementar zu 
(6b) . Das am 3'-Ende gelegene (9e) ist fakultativ, nicht-komplemen- 
tar zu (6a) und dient dazu, allenfalls erwunschte weitere Funktio- 
nen in das Amplif ikationsprodukt einzubringen . (R5) ist fakultativ 
und bevorzugterweise verschieden von (Rl) . Dieses Primerpaar wird 
also an den DNA-Strang (6) anhybridisiert . Durch erneute Aktion der 
DNA-Polymerase und unter Verwendung von dNTPs wird in einer 
weiteren "gap filling" Reaktion die Lucke zwischen den beiden 
Primern geschlossen und die beiden Fragmente vermittelst der 
DNA-Ligase in Reaktion (11) zu Strang (9) verbunden. Dieser ist 
uber die f unktionellen Sequenzen (9b) (9c) (9d) mit Strang (6) zu 
einer partiellen Duplex verbunden. (9a) und (9e) haben dagegen 
keine Komplementaritat zu (6e) bzw. (6a) von Strang (6) . Nach 
erneuter Denaturierung (8) erfolgt wiederum das Annealing (5) der 
entsprechenden komplementaren Primerpaare an die separierten 
Strange (6) und (9); als Resultat dieser zyklischen Amplif ikation 
entstehen grosse Mengen der partiellen Duplex (6)// (9). 

Schritt 3: Dieses Produkt kann fur die Analyse gemass den spater 
folgenden generellen Anmerkungen zu Schritt 3 herangezogen werden'. 
Alternativ konnen, . falls mittels (R) Markierungen eingesetzt 
wurden, einfache Detektionssysteme zum Nachweis von DNA-Molekulen, 
welche besrimmte neugebildete Kombinat ionen von f unkt ionel len 
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Gruppen (R) igen, eingesetzt werden, Diese Kombinationen sind: 
(R2) und (R5 {R2) und (R4) , (R5) und (R4) , (RS) und {R3) . Soiche 
Detektionssysteme konnen auch hier beispielsweise auf ELISA-Basis 
Oder auf der einfachen und kostengunstigen Partikelagglutination 
beruhen. Die mitteis der Oligonukleotide eingefiihrten nichtkomple- 
mentaren funktionellen Sequenzen (6a), (6e), (9a), und (9e) konnen, 
da die DNA in diesen Bereichen einzelstrangig ist, beim Nachweis 
mitteis Hybridisierung Verwendung finden. 

Modif ikationen : 

Die als fakultativ benannten funktionellen Sequenzen und funktio- 
nellen Gruppen der eingesetzten Nukleinsauren konnen, einzeln oder 
in den verschiedenen moglichen, Kombinationen, entf alien. Bei 
Wegfall aller vier (Sa) , 16b), (9a) und (9e) entsteht als Amplifi- 
kationsprodukt eine doppelstrangige DNA bestehend aus den Sequenzen 
(6b) (6c) (6d) // (8b) (8c) (8d) . Die f lankierenden Sequenzen (9a) bzw. 
(9e) konnen auch so gestaltet werden, dass sie komplementar zu (6e) 
bzw. (6a) sind. 

Bei der Template-Nukleinsaure (1) konnen (la) und (Ig) 
beliebiger Sequenz sein, mit der einzigen Restriktion, dass sie 
nicht mit dem optimaien Ablauf des PERT in unzulassiger Art 
interferieren. Unter diesem Vorbehalt ist es auch moglich, 
natiirlich vorkommende RNA-Molekule als Template-Nukleinsaure (1) 
einzusetzen. Die Template-Nukleinsaure kann mehrere Hybridisie- 
rungs sequenzen fur RT -Primer aufweisen. 

Abweichend von der Norm konnen die Hybridisierungssequenzen 
(Id) und (If) zusammengelegt werden. In diesem Fall vermittelt (Id) 
vorerst das Annealing des nun auch als RT-Primer dienenden 
(R4) (9a) (9b) an die Template-Nukleinsaure (1). In Schritt 2 ist. 
(R4) (9a) (9b) bekanntermassen einer der Amplif ikationsprimer . 
Dadurch entf alien (le) und (If) der Template-Nukleinsaure (1). Ein 
separater RT-Primer (Rl) (2a) (2b) eriibrigt sich ebenf alls , 

Als weitere Modifikation konnen dieHybridisierungssequenzen 
(Id) und (If) so angelegt werden, dass sie sich teilweise uberlap- 
pen. Dann entfallt die Spacer-Sequenz (le) und die von dieser 
abgeleiteten Sequenzen. 

Die Verwendung unterschiedlicher Sequenzen fur das Annealing 
des RT-Primers und des 2. Amplif ikationsprimers ermoglich- 
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andererseits die Verwendung eines RNA-Primers; dadurch konnen 
Sensitivitat und/oder Spezifitat des PERT Assay beeinflusst werden . 
AJDweichend von der Norm existiert die Moglichkeit, fur verschiedene 
funktionelle Sequenzen identische Basensequenzen zu verwenden, 
diese konnen auch hcraopolymer sein. Dies betrifft die f lankierenden 
Sequenzen (la) und (Ig) sowie die Spacer-Sequenzen (ic) und (le) 
der Template-Nukleinsaure (1) , die homopolymer und/oder untereinan- 
der identisch sein konnen. 

Im weiteren ist es moglich, fiir zumindest zwei der Hybridisie- 
rungssequenzen (lb), (Id) und (If) der Template-Nukleinsaure (1) 
ein und dieselbe, von den Spacer- und f lankierenden Sequenzen 
verschiedene, Basensequenz zu verwenden. Als Beispiel sei die 
Situation, in welcher alle drei Hybridisierungssequenzen identisch 
s.ind, skizziert: Fur den einen noch notwendigen Primer, bzw. auch 
fur den zu ihm komplementSren Primer, gilt dann, dass er aus- 
schliesslich aus einer Hybridisierungssequenz bestehe und an seinem 
5'-Ende phosphoryliert sei. Unter diesen Bedingungen binden maximal 
drei dieser Primermolekiile an die Template-Nukleinsaure (1); 
cDNA-Synthese erfolgt komplementar zu (le) , (Ic) und (la), und als 
Produkt der RT-Reaktion entstehen drei jeweils durch ein Nick 
getrennte, an die Template-Nukleinsaure gebundene Fragmente, 
(2b) (2c) , (2d) (2e) und (2f ) (2g) . Diese Fragmente werden mittels der 
erwahnten DNA-Ligase zu (2b) (2c) (2d) {2e) (2f) (2g) ligiert, Diese 
Version lasst sich weiter dadurch vereinf achen, dass aus der 
Template-Nukleinsaure die f unktionellen Sequenzen (le) und (If), 
wie oben beschrieben, eliminiert wvirden . In diesem Fall werden 
lediglich die cDNA-Fragmente (2d) (2e) und (2f) {2g) gebildet und 
mittels DNA-Ligase ligiert. Die Strange (2b) (2c) (2d) (2e) (2f ) (2g) 
wie auch (2d) (2e) (2f) (2g) wvirden dann unter Zuhilfenahme auch des 
zweiten Primers nach demselben Prinzip in einem Aroplif ikationspro- 
zess gemass PS-WO 90/01069 vermehrt . 

Fig. 7 zeigt eine Variante in welcher die in . der RT-Reaktion 
synthetisierte cDNA nur zur spezifischen Anhybridisierung einer 
teilweise komplementaren Report ersonde, welche die zu vermehrende 
Nukleinsaure darstellt, benutzt wird. 

Schritt 1 : Template-Primer-Kombination, RT-Reaktion (3) und deren 
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Produkt sind in alien Aspekten identisch mit denjenigen aus Fig. 
3. Das aus der RT-Reaktion C3) hervorgehende Gemisch von Nuklein- 
sauren wird in Reaktion (4) derart modif iziert, dass sichergestellt 
werden kann, dass die Template-Nukieinsaure (1) in den folgenden 
Reaktionen nicht ais spezifischer Kompetitor fur die Reportersonde 

(6) auftreten und dadurch zu f alsch-negativen Resultaten fuhren 
kann. In Reaktion (4) wird daher mit einer der genannten Methoden 
die vorhandene Template-Nukieinsaure (1) als relevant er Teilnehmer 
an der Annealingreaktion (5) eliminiert. An die cDNA (2) wird 
sodann in Reaktion (5a) eine DNA-Reportersonde (6) anhybridisiert, 
welche die zu vermehrende Nukleinsaure darsteilt Oder enthalt und 
aus {6a) (6b) (6c) (6d) (6e) (6f) (6g) besteht. Von diesen ist (6f) 
diejenige notwendige Hybridisierungssequenz, die mit dem in 
Reaktion (3) synthetisierten (2d) der cDNA hybridisiert . Alie 
anderen funktionellen Sequenzen der Reportersonde" (6) hybridisieren 
nicht mit der cDNA (2) und besitzen keine Sequenzidentitat min 
Teilen von ihr. (6b) und (6d) sind ebenf alls notwendige Hybridisie- 
rungssequenzen fur die Amplif ikationsprimer . (6d) dient dem 
Annealing des ersten Amplif ikationsprimerSr die zu (6b) komplemen- 
tare Sequenz dient dem Annealing des zweiten Amplif ikationspri- 
mers. (6c) und (6e) haben Spacerf unktion; von den beiden ist nur 

(6c) notwendig. (6a) und (6g) sind fakultative flankierende 
Sequenzen , 

Spatestens nach der Hybridisierung (5a) der Reportersonde (6) 
an die cDNA (2) wird die cDNA mittels der funktionellen Gruppe (Rl) 
an einen Carrier gebunden und nichtgebundene Reportersonde unter 
nichtdenaturierenden Bedingungen vollstandig aus dem Reaktionsge- 
misch entfernt, wie in Fig. 3 beschrieben. 

Schritt 2: In einer weiteren Annealingreaktion (5b) wird in einem 
geeigneten Puffer das erste Paar Amplif ikationsoligonuklotidprimer, 
(R2) (9a) (9b) und (9d) (9e) (R3) / zugegeben. Diese zwei Primer sind 
in (9b) bzw. (9d) vollstandig komplementar zu (6d) bzw. (6b) . 
(9d) (9e) (R3) ist ausserdem am 5'-Ende phosphoryliert . (R2) bzw. 
(R3) sind fakultativ und bevorzugterweise von (Rl) verschieden. 
In Reaktion (7) wird dann vermitteist der DNA-abhangigen DNA-Poly- 
merase unter Verwendung von dNTPs die Liicke zwischen den beiden 
Primern geschlossen und in Reaktion (11) die beiden Fragmente, 
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(R2) (9a) (9b) (9c) und (9d) (9e) (R3) , mittels der DNA-Ligase zu einem 
einzigen Strang (9) vereint . In Reaktion (8) wird denaturiert, 
worauf die Reportersonde (6) wiederum fur das Annealing der beiden 
Oiigonukleotide (R2) (9a) (9b) und (9d) (9e) (R3) zur Verfugung steht. 
Strang (9) wird fur die weitere -Amplif ikation verwendet. 

Zunachst erfolgt in Reaktion (5c) das Annealing des zweiten • 
Paars von DNA-Oligonukleotid-Primern , Der erste Primer des 2, 
Primerpaars besteht aus (R4) (10a) (10b) , wobei das am 3'-Ende 
gelegene obligatorische (10b) der Hybridisierung an (9d) dient . Das 
am 5'-Ende gelegene (10a) ist fakultativ und dient dazu, allenfalls 
erwiinschte weitere Funktionen in das Amplif ikationsprodukt einzu- 
bringen. Es gelten dafur dieselben Restriktionen wie fur (2a) Oder 
(9a) . (R4) ist fakultativ und bevorzugterweise von (Rl) verschie- 
den und kein Carrier. Der zweite Primer (lOd) (lOe) (R5) dieses 
Paares ist von derselben Polaritat und an seinem 5'-Ende phosphory- 
liert. Das am 5'-Ende gelegene (lOd) ist komplementar zu (9b) . Das - 
am 3'-Ende gelegene fakultative (lOe) dient wiederum der Einfuhrung 
einer weiteren f unktionellen Sequenz . (R5) * ist eine, weitere 
fakultative funktionelle Gruppe, bevorzugterweise von (Rl) 
verschieden und nicht Carrier. 

Dieses Primerpaar wird an den DNA-Strang (9) anhybridisiert . 
Durch erneute Aktion der DNA-Polymerase und unter Verwendung von 
dNTPs wird in einer weiteren "gap filling" Reaktion die Lucke 
zwischen den beiden Primern geschlossen und die beiden Fragmente 
in Reaktion (11) vermittelst der DNA-Ligase zu Strang (10) 
verbunden. Dieser ist uber die f unktionellen Sequenzen (10b) (lOc) 
(lOd) mit Strang (9) zu einer partiellen Duplex verbunden. (10a) 
und (lOe) haben dagegen keine Komplementaritat zu (9e) bzw. (9a) 
von Strang (9) . Nach erneuter Denaturierung (8) erfolgt wiederum 
das Annealing (5) der entsprechenden komplementaren Primerpaare an 
die separierten Strange (9) und (10); als Resultat dieser zykli- 
schen Amplif ikat ion entstehen grosse Mengen der partiellen Duplex 
(9) // (10) . 

Schritt 3: Dieses Produkt kann fur die Analyse gemass den spacer 
folgenden generellen Anmerkungen zu Schritt 3 herangezogen werden. 
Alternativ konnen, falls mittels (R) Markierungen eingefuhrt 
wurden, einfache Detektionssysteme zum Nachweis von DNA-Molekulen, 



\ 



wo 93/23560 ^ 0 PCT/CH93/00116 

50 

weiche besrimmte Kombinationen von (R) tragen, eingesetzt werden. 
Diese Kombinationen sind: (R2) und (R3) , (R2) und (R4), (R5) und 

{R4) , (R5) und (R3).Solche Detektionssysteme konnen auch hier auf 
ELISA-Basis Oder auf der einfachen und kostengunstigen Partikelag- 
glutination beruhen. Die mittels der Oligonukleotide eingefuhrten 
nichtkomplementaren funktionellen Sequenzen (9a), Oe) , (lOa) , und 

(lOe) konnen, da die DNA in diesen Bereichen einzeistrangig ist, 
beim Nachweis mittels Hybridisierung Verwendung finden. 

Modif ikationen : 

In der Tempiate-Nukieinsaure (1) konnen mehrere Hybridisierungsse- 
quenzen (lb) fiir Reportersonden, bevorzugterweise durch jeweils 
eine kurze Spacer-Sequenz voneinander getrennt, plaziert werden. 
Die Hybridisierungssequenzen brauchen nicht identisch zu sein, so 
dass verschiedene Reportersonden eingesetzt werden konnen, Ebenso 
konnen mehrere Hybridisierungssequenzen fur RT-Primer eingesetzt 
werden . 

Die als fakultativ benannten funktionellen Sequenzen und 
funktionellen Gruppen in den eingesetzten Nukleinsauren konnen 
einzeln oder in den verschiedenen moglichen Kombinationen entfal- 
len. In der Template-Nukleinsaure (1) sind dies die f lankierenden 
Sequenzen (la) und (le) sowie die Spacer-Sequenz (Ic) . Bei der 
Reportersonde (6) konnen die f lankierenden Sequenzen (6a) und (6g) , 
sowie die Spacer-Sequenz (6e) entf alien. Bei den verschiedenen 
Primern kann auf die nicht-komplementaren Sequenzen (2a), (9a), 
(9e), (10a) und (lOe) verzichtet werden. Wenn auf alle vier von 
(9a), (9e), (lOa) und (lOe) verzichtet wird, entsteht als Amplifi- 
kationsprodukt eine doppelstrangige DNA bestehend aus (9b) (9c) 
(9d)//(10b) ClOc) (lOd) . Die f lankierenden Sequenzen (lOa) bzw. (lOe) 
des 2. Paares von Amplif ikationsprimern konnen so gestaltet werden, 
dass sie komplementar zu (9e) bzw. (9a) sind, Es kann auch auf 
eine, mehrere oder alle der funktionellen Gruppen (R2) (R3) (R4) (R5) 
verzichtet werden. Auf (Rl) als Bestandteil des RT-Primers kann 
dann verzichtet werden, wenn die Bedingungen fiir die RT-Reaktion 
so gewahlt werden, dass dabei mit Liganden markierte Deoxyribonu- 
kleotidmonophosphate in die neusynthetisierte cDNA eingebaut 
werden,- diese funktionellen Gruppen konnen dann im Sinne von (Rl) 
die cDNA an einen Carrier binden. 
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Bei der Reportersonde (6) konnen {6a) und (6g) beliebige 
Sequenz aufweisen. So ist es moglich, naturlich vorkonunende lineare 
Oder ringformige DNA-Molekule als Reportersonde einzusetzen. 

Es ist ferner moglich, die zu amplif izierende Region der 
Reportersonde (6) nicht upstream, .sondern downstream der cDNA-bin- 
denden Hybridisierungssequenz (6f) zu plazieren, so dass sie in 
den Bereich von (6g) zu liegen kommt. Die zu amplif izierende Region 
kann (6f) auch einschliessen oder mit diesem iiberlappen; dies 
letztere ist allerdings keine bevorzugte Konstellation , 

Abweichend von der Norm kann eine funktionelle Sequenz in 
gewissen Situationen mehr als eine Funktion aufweisen. Beispiels- 
weise konnen die Hybridisierungsf unktionen von (6d) und {6f) 
zusammengelegt werden. In diesem Fall wird in Reaktion (5a) Sequenz 
(6d) vorerst das Annealing der Reportersonde an die cDNA vermitteln 
(dies bedingt naturlich auch eine entsprechend modifizierte 
Template-Nukleinsaure ! ) und dann, nach dem Wegwaschen der ungebun- 
denen Reportersonde und einem in diesem Fall notwendig werdenden 
Denaturierungsschritt, auch den Primer (R2) (9a) {9b) binden. Beim 
Weglassen der Sequenz (la) der Template-Nukleinsaure ist Denaturie- 
rung nicht notwendig. Infolge der Zusammenlegung dieser beiden 
Funktionen auf (6d) erubrigen sich die f unktionellen Sequenzen (6e) 
und {6f) der Reportersonde. Als weitere Modifikation konnen diese 
Hybridisierungsfunktionen so angelegt werden, dass die ' sie 
ausubenden Sequenzen {6d) und (6f) sich teilweise iiberlappen. Dann 
entfallt die Spacer-Sequenz (6e) und die von dieser abgeleiteten 
Sequenzen. 

Die Moglichkeit der teilweisen, nur wenige Nukleotide 
umfassende Ueberlappung existiert schliesslich auch fur die 
funktionellen Sequenzen (lb) und (Id) der Template-Nukleinsaure 

(1), solange die Reportersonde dadurch nicht an {2b) hybridisiert . 

Abweichend von der Norm konnen fur verschiedene funktionelle 
Sequenzen identische Basensequenzen verwendet werden, diese konnen 
auch homopolymer sein. Dies betrifft die f lankierenden Sequenzen 

(la) und (le) sowie die Spacer-Sequenz (Ic) der Template-Nuklein- 
saure, die homopolymer und/oder untereinander i'dentisch sein 
konnen. Homopolymer und/oder untereinander identisch konnen auch 
die f lankierenden Sequenzen (6a) und (6g) sowie die Spacer-Sequen- 
zen (6c) und (6e) der Reportersonde (6) sein. 
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Im weiteren ist es moglich, fiir zumindest zwei der Hybridisie- 
rungssequenzen (6b), (6d) und (6f) der Reportersonde (6) ein und 
dieselbe, von den Sequenzen der Spacer- und f lankierenden Sequenzen 
verschiedene, Basensequenz zu verwenden. Als Beispiel sei die 
Situation, in welcher alls drei Hybridisierungssequenzen identisch 
sind, skizziert.: Fiir den einen noch notwendigen Primer, bzw. auch 
den zu ihm komplementaren Primer, gilt dann, dass er ausschliess-- 
lich aus einer Hybridisierungssequenz bestehe und an seinem 5'-Ende 
phosphoryliert sei. Unter diesen Bedingungen hybridisiert in 
Reaktion (5a) entweder (6b), (6d) oder (6f) an die Hybridisierungs- 
sequenz (2d) der cDNA. Nach Waschen und Denaturation binden in 
Reaktion (5b) maximal drei der genannten Primermolekule an die 
Reportersonde (6) ; DNA-Synthese (7) erfolgt komplementar zu (6e) , 
(6c) und (6a) . Als Produkt entstehen drei jeweiis durch ein Nick 
getrennte, an die Reportersonde gebundene Fragmente, (6b) (6c) , 
(6d) (6e) und (6f)(6g), die durch Zugabe der Ligase (11) ligiert 
werden, Diese Version wiirde waiter dadurch vereinfacht, dass aus 
der Reportersonde die funktionellen Sequenzen (6e) und (6f ) , wie 
oben beschrieben, deletiert wiirden. In diesem Fall wurden nur zwei 
statt der drei Fragmente entstehen, ligiert und weiter amplifi- 
ziert . 

Aufbau des PERT Assay bei Verwendung eines auf Transcription 
basierenden Amplifikationsverf ahrens 

Auch bei diesen PERT-Varianten wird durch die im Untersuchungsmate- 
rial vorhandene RT-Aktivitat eine cDNA aufgrund einer geprimten 
Template-Mukleinsaure synthetisiert . Falls nicht anders vermerkt, 
wird dabei bevorzugterweise eine reine RNA als Template-Nuklein- 
saure ■ verwendet . Keinesfalls darf die in Schritt 2 zu vermehrende 
Sequenz der Template-Nukleinsaure aus DNA bestehen. Fiir das 
Verfahren ist wesentlich, dass nach der RT-Reaktion (3a) die 
Template-RNA eliminiert wird. Die zu vermehrende Nukleinsaure ist 
in der cDNA enthalten oder sie wird in weiteren Reaktionen, 
ausgehend von der cDNA, synthetisiert. Dazu wird eine zumindest 
partiell doppelstrangige DNA mit einem funktionellen Promoter fiir 
eine DNA-abhangige RNA-Polymerase (z.B. des Bacteriophagen T7, T3 
Oder SP6) geschaffen, von welcher anschliessend eine RNA syntheti- 
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siert wird. 

Fur den Aufbau der promotorhaltigen zumindest partiell 
doppelstrangigen DNA gibt es verschiedene Moglichkeitien . Der 
Transcriptionspromotor kann entweder in der Nahe des 5'-Endes der 
cDNA Oder in der" Nahe des 5'-Endes des 2. DNA-Strangs piaziert 
werden. In beiden Fallen kann die Sequenzinf ormation fur den 
Promotor bereits in der Template-Nukleinsaure angelegt sein, oder 
sie kann uber einen Primer eingefuhrt werden. Wird der RT-Primer 
dafur benutzt, kommt der Promotor in die Nahe des 5'-Endes der cDNA 
zu liegen. Wird hingegen der Primer fur den 2, DNA-Strang dazu 
benutzt, kommt der Promotor in die Nahe des 5'-Endes des 2. 
DNA-Strangs zu liegen. 

Prototypen dieser zwei Typen von PERT Assays sind in den Fig. 
8 und 9 beschrieben. 

Wie bei den vorgangig beschriebenen Varianten des PERT Assay 
ist es auch hier moglich, anstelle der cDNA einen Teil einer zu 
dieser teilweise komplementaren Reportersonde ftir die Amplif ikation 
zu verwenden. Die Reportersonde kann entweder aus DNA oder RNA 
bestehen (Fig. 10). Ebenso kann eine von einer DNA-Reportersonde 
abgeleitete RNA die zu vermehrende Nukleinsaure enthalten. 

In alien Fallen erfolgt die Amplif ikation der zu vermehrenden 
Nukleinsaure mit einem multienzymatischen Verfahren gemass PS-EP 
0408295, WO 89/01050 und WO 88/10315, das bei PS-EP 0408295, nicht 
aber den anderen beiden, isotherm verlauft. 

Fig, 8 zeigt verschiedene Versionen des PERT Assay, in denen die 
in der RT-Reaktion synthetisierte cDNA die zu vermehrende Nuklein- 
saure enthalt. In all diesen Versionen enthalt die in Reaktion (3a) 
synthetisierte cDNA in der Nahe des 5'-Endes die P {-) -Sequenz eines 
Transcriptionspromotors . Die Transcriptionspromotorsequenz kann 
dabei entweder bereits in der Template-Nukleinsaure enthalten sein 
(Versionen I und II) oder/und mittels des RT-Primers zugefuhrt 
werden (Versionen II und III) . In die Template-Nukleinsaure 
integriert, entspricht sie der (P+) -Sequenz des Promotors. Als 
Bestandteil des RT-Primers entspricht sie der (P-) -Sequenz . 

Schritt 1 : Version I: Vorgelegt wird eine Template-Nukleinsaure, 
welche die f unkt ionellen Sequenzen (la) (lb) (Ic) (Id) (le) (If) (Ig) (ih) 
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enthalt. Von diesen sind (lb), (Id) und (Ig) notwendige Hybridisie- 
rungssequenzen. Ebenfails notwendig ist (le) , welches fur den 
Promoter fiir die gewahlte DNA-abhangige RNA-Polymerase kodiert. 
Fakultativ sind die Spacer-Sequenzen (Ic) und (If) und die 
fiankierenden Sequenzen (la) und (Ih) . Von den drei Hybridisie- 
rungssequenzen dient ' (Ig) dem Annealing des RT-Primers. Die 
Hybridisierungssequenz (lb) dient in ihrer komplementaren Form (2g) 
in Schritt 2 dem Annealing des ersten Ampiifikationsprimers fiir die 
Synthese des 2. DNA-Strangs sowie als (10c) dem Annealing ersten 
Ampiifikationsprimers zur Amplif ikation, (Id) bzw. das ihm 
entsprechende (6d) dient in Schritt 2 dem Annealing des zweiten 
Ampiifikationsprimers . 

Der RT-Primer (Rl) (2a) (2b) bindet mittels der notwendigen 
Hybridisierungssequenz (2b) an (Ig) der Template-Nukleinsaure • Das 
am S'-Ende gelegene (2a) ist fakultativ und dient, falls der 
RT-Primer ein DNA-Oligonukleotid ist, der Einfiihrung einer neuen, 
in der Template-Nukleinsaure noch nicht vorhandenen Sequenz, (Rl) 
ist fakultativ. 

Bei Anwesenheit von RT-Aktivitat im auf gearbeiteten Untersu- 
chungsmaterial wird in der Reaktion (3a) unter Verwendung von dNTPs 
eine cDNA (2) synthetisiert , welche maximal die funktionellen 
Sequenzen (2a) bis (2h) enthalt. Fiir das Funktionieren des PERT 
Assay mussen in der RT-Reaktion zumindest die Sequenzen bis und mit 
(2g) synthetisiert werden. 

Version II: Vorgelegt wird eine Template-Nukleinsaure beste- 
hend aus (la) (lb) (Ic) (Id) (le) (If); im Vergleich zu Version I sind 
(Ig) und (Ih) deletiert. (lb), (Id) und (le) sind notwendige 
Hybridisierungssequenzen. (le) enthalt zudem die in RNA kodierte 
Sequenz des Transcriptionspromotors; die dem Primer-Annealing 
dienende Sequenz kann zu einer oder zu beiden Seiten iiber die den 
Promotor kodierende Sequenz hinausreichen, Fakultativ sind die 
Spacer-Sequenz (Ic) sowie die fiankierenden Sequenzen (la) und 
(If) . Von den drei Hybridisierungssequenzen dient (le) dem Annea- 
ling des RT-Primers. (lb) und (Id) haben dieselbe Funktion wie in 
Version I. Entsprechend der im Vergleich zu Version I verkiirzten 
Template-Nukleinsaure ist der RT-Primer, ein DNA-Oligonukleotid 
(Rl) (2c) (2d) ^ verschieden von dem in Version I verwendeten . Das am 
3'-Ende gelegene notwendige (2d) vermittelt das Annealing an (le) 
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der Template-Nukleinsaure (1) und enthalt zudem die (?-)-Sequenz 
des Transcriptionspromotors. Die dem Annealing dienende Sequenz von 
(2d) kann, wie bei (le) , zu einer oder zu beiden Seiten uber die 
Promotorsequenz hinausreichen . Das am 5'-Ende gelegene (2c) ist 
f akuitativ und hat die Funktion von (2a) in Version I. (Ri) ist 
f akuitativ. Als Produkt der RT-Reaktion (3a) entsteht eine cDNA (2) 
bestehend aus maximal den f unktionellen Sequenzen (2c) bis (2h) . 
Fur das Funktionieren des PERT Assay miissen in der RT-Reaktion 
zumindest die Sequenzen bis und mit (2g) synthetisiert werden. 

version III : Vorgelegt wird eine Template-Nukleinsaure, welche 
die funktionellen Sequenzen (la) (lb) (Ic) (Id) (le) enthalt; im Ver- 
gleich 2U Version li ist also auch noch die fiir den Transcripti- 
onspromotor kodierende Sequenz deletiert. (lb) und (id) sine 
notwendige Hybridisierungssequenzen . Fakultativ sind die Spacer- 
Sequenz (Ic) sowie die f lankierenden Sequenzen (la) und (le) . Von 
den zwei Hybridisierungssequenzen dient (Id) dem Annealing sowohl 
des RT-Primers als auch des 2. Amplif ikationsprimers . (lb) hat 
dieselbe Funktion wie in Version I. Die in der Template-Nukleinsau- 
re fehlende Transcriptionspromotor-Sequenz wird mittels des RT- 
Primers zugefuhrt. Dieser, ein DNA-Oligonukleotid (Rl) (2c) (2d) (2e) 
hat eine am 3'-Ende gelegene, notwendige Hybridisierungssequenz 
(2e), welche das Annealing an (Id) der Template-Nukleinsaure (1) 
vermittelt. Unmittelbar upstream davon enthalt (2d) die (P-) -Se- 
quenz des Transcriptionspromotors. Das am 5'-Ende gelegene (2c) 
ist wie in Version II. (Ri) ist fakultativ. Als Produkt der 
RT-Reaktion (3a) entsteht eine cDNA (2) bestehend aus maximal den 
funktionellen Sequenzen {2c) bis (2h) . Fur das Funktionieren des 
PERT Assay mussen in der RT-Reaktion zumindest die Sequenzen bis 
und mit (2g) synthetisiert werden. 

Alle Versionen ; Zunachst wird bei alien drei Versionen die aus 
RNA bestehende Template-Nukleinsaure (1) in Reaktion (4) durch eine 
der erwahnten Methoden degradiert und damit als Reaktionspartner 
in den kommenden Reaktionen eliminiert . Die durch diese Massnahmen 
nicht betroffene einzelstrangige cDNA (2) enthalt in den Sequenzen 
(2e) bis (2g) die zu vermehrende Nukleinsaure . 



Schritt 2 : 
gemass den 
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uberfuhrt, welche mehrere Enzyme enthalt, namlich die dem gewahlcen 
Promoter entsprechende DNA-abhangige RNA-Polymerase, eine DNA-ab- 
hangige DNA-Polymerase sowie eine RNA-abhangige DNA-Polymerase 
(RT) . Falls diese letztere ungeniigende RNase H-Wirkung aufweist, 
kann zusatzlich noch RNase H zugegeben werden. Zudem muss vor oder 
mit dem Ueberfiihren in die Reaktionmischung die Stabilitat von RNA 
durch eine der erwahnten Methoden wieder garantiert werden. 

An die cDNA (2) wird sodann bei alien Versionen in Reaktion 
(5a) der erste Amplif ikationsprimer, ein DNA-Oligonukleotid (R2) 
{6a) (6b), anhybridisiert. (R2) ist bevorzugterweise verschieden 
von (Rl) und nicht ein Carrier. Die am 3'-Ende des Primers gelege- 
ne, obligatorische Hybridisierungssequenz (6b) hat in alien Ver- 
sionen Komplementaritat zu (2g) der cDNA (2). Das am 5'-Ende 
gelegene fakultative nichtkomplementare (6a) dient der Einfiihrung 
einer neuen, in der cDNA noch nicht vorhandenen Sequenz . Durch die 
in der Reaktionsmischung vorliegende DNA-abhangige DNA-Polymerase 
und unter Verwendung von dNTPs wird in Reaktion (7) der 2. DNA- 
Strang synthetisiert; als Resultat entsteht eine partiell doppel- 
strangige DNA (2)//(6). Fiir Version I besteht diese aus (Rl) {2a) 
bis (2h)//(R2) (6a) bis (6h), fiir Versionen II und III dagegen aus 
{Rl) .{2c) bis (2h) // (R2) (6c) bis (5h) . 

Von der in die Reaktionsmischung eingegebenen dsDNA (2)// (6), 
die in (2d)//(6e) aller drei Versionen einen funktionellen Promotor 
fiir die gewahlte RNA-Polymerase aufweist, erfolgt in Reaktion (8) 
vermittelst der DNA-abhangigen RNA-Polymerase und unter Verwendung 
von rNTPs die Synthese einer ssRNA-Spezies (10) enthaltend 
(10a) (10b) (10c) (lOd) . Diese ssRNA (10) hat in alien drei Versionen 
die Polaritat der cDNA; (10a), (10b) und (10c) sind komplementar 
zu (Id), (Ic) und (lb) der verschiedenen Template-RNAs (1). (lOd) 
ist hingegen von (6a) abgeleitet. 

In den anschliessenden. Reaktionen erfolgt, ausgehend von der 
SSRNA (10) erneut der Aufbau einer transcriptionsf ahigen dsDNA 
(11)// (6) durch eine RT-Reaktion. in Reaktion (5b) erfolgt zunachst 
das Annealing des 1_ Amplif iJcationsprimers' {R2) (6a) (6b) an die 
ssRNA (10) . Dabei dient die gesamte DNA-Sequenz des Oligonukleotids 
(R2) (6a) (6b) dem Annealing. 

Vermittelst der in der Reaktionsmischung vorhandenen RT wird 
in Reaktion (3b) unter Verwendung von dNTPs die cDNA (R2) (6a) (6b) 
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(6c) (6d) synthetisiert. Durch die RNase H-Wirkung der RT oder durch 
Einwirkung notigenfalls zusatzlich beigefiigter RNase H wird in 
Reaktion (12) die RNA (10) von der cDNA-RNA-Heteroduplex soweit 
degradiert, dass in Reaktion (5c) das Annealing des zweiten 
Amplifikationsprimers <R3) (11a) (lib) (lie) an (6d) der cDNA erfolgen 
kann. Dieser Amplif ikationsprimer besteht an seinem 3'-Ende aus 
einer obligatorischen, zu (6d) komplementaren Hybridisierungsse- 
quenz (11c) . Upstream davon befindet sich die ebenfalls obligatori- 
sche funktionelle Sequenz (lib) fiir die (P-)-Sequenz des Promoters 
der RNA-Polymerase; am 5'-Ende ist eine fakultative flankierende 
Sequenz (11a) . (R3) ist ebenfalls fakultativ. 

Durch erneute Einwirkung der DNA-abhangigen DNA-Polymerase und 
unter der Verwendung von dNTPs entsteht in Reaktion (7) die dsDNA 
(11)// (6). Dabei enthSlt Strang (11) die Elemente (R3) (11a) bis 
(llf) und Strang (6) die Elemente (R2) (6a) bis (6f ) . ' Diese dsDNA 
besitzt in (llb)//{6e) wiederum einen f unktionellen Promoter fur 
die RNA-Polymerase, wodurch in Reaktion (8) erneut die ssRNA 
(10a) (10b) (10c) (lOd) synthetisiert wird. Die ssRNA (10) wird 
wiederum in den Amplif ikationszyklus eingeschleust und stellt 
zugleich das hauptsachliche Produkt von Schritt 2 dar . 

Schritt 3 : Die aus dem Amplif ikationsprozess result ierende ssRNA 
(10a) (10b) (10c) (lOd) wird fiir die Analyse gemass den spater 
folgenden generellen Anmerkungen zu Schritt 3 verwendet . 

. Modif ikationen : 

Die als fakultativ benannten f unktionellen Sequenzen und funktio- 
nellen Gruppen (R) der verschiedenen eingesetzten Nukleinsauren 
konnen, einzeln oder in den verschiedenen moglichen Kombinationen, 
entf alien. Verzicht auf die am 5'-Ende des RT-Primers situierte 
funktionelle Sequenz [(2a) bei Version I; (2c) bei Versionen I und 
II] hat keine Auswirkung auf die Zusammensetzung der in Schritt 2 
produzierten ssRNA. Verzicht auf Sequenz (6a) des ersten Amplifika- 
tionsprimers hat zur. Folge, dass die am 3'-Ende der ssRNA (10) 
liegende Sequenz (lOd) fehlt . Verzicht auf (la) der Template-Nukle- 
insaure und/oder (11a) des 2. Amplifikationsprimers hat hingegen 
keinen Einfluss auf die Zusammensetzung der ssRNA (10) . In Reaktion 
(4) kann das Vorhandensein von (Rl) vorteilhaft sein. 
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Eine zusatzliche Spacer-Sequenz kann in der Template-Nuklein- 
saure zvrischen den Elementen (id) und (le) , im RT-Primer zwischen 
(2d) und (2e), und/oder im 2. Amplif ikationsprimer zwischen (lib) 
und (11c) eingeschoben warden. 

In Version III konnen bei der Template-Nukleinsaure (1) beide 
flankierenden Sequenzen beliebige Basensequenzen aufweisen; dies- 
ermoglicht, naturlich vorkommende RNA-Molekule als Template-Nu- 
kleinsaure (1) einzusetzen. 

Abweichend von der Norm kann eine funktionelle Sequenz, oder 
eine Kombination von f unktionellen Sequenzen, mehr als einer 
Funktion dienen. So kann in alien Versionen der 2, Amplif ikations- 
primer (R3) (11a) (lib) (lie) auch die Funktion des RT-Primers 
iibernehmen. Das Annealing des RT-Primers, vermittelst der Hybridi- 
sierungssequenz (11c), erfolgt dann an die Hybridisierungssequenz 
(Id) der Template-Nukleinsaure (1) . Eine Template-Nukleinsaure (1), 
welche gegen das 3'-Ende die Sequenzen bis und mit (Id) umfasst, 
ist unter diesen Umstanden ausreichend. fiir das Funktionieren des 
PERT Assay. 

Die Verwendung verschiedener Molekule fiir den RT-Primer und 
den 2. Amplif ikationsprimer ermoglicht andererseits die Verwendung 
eines RNA-Primers fiir die RT-Reaktion, wodurch Sensitivitat 
und/oder Spezifitat des PERT Assay beeinflusst werden konnen. 

Abweichend von der Norm existiert die Moglichkeit, fiir 
verschiedene funktionelle Sequenzen identische Basensequenzen zu 
verwenden, diese konnen auch homopolymer sein. Dies betrifft in 
alien Versionen die f lankierenden oder Spacer-Sequenzen der 
Template-Nukleinsaure (1), die homopolymer und/oder untereinander 
identisch sein konnen. 

Im Weiteren ist es moglich, diese Versionen derart zu 
modifizieren, dass der Transcriptionsproraotor gegen das 5'-Ende des 
2. DNA Strangs hin zu liegen kommt. Die in Schritt 2 synthetisierte 
ssRNA (10) weist dann die gleiche Polaritat wie die Template-Nukle- 
insaure (1) auf. Die Transcriptionspromotorsequenz kann als 
P(-)-Sequenz iiber die Template-Nukleinsaure eingebracht werden, 
wobei diese upstream der Hybridisierungssequenz (lb) liegen muss. 
Immer jedoch muss der zur Synthese des 2. DNA Stranges eingesetzce 
Amplifikationsprimer upstream der am 3'-Ende gelegenen Hybridisie- 
rungssequenz die P (-) -Sequenz eines Transcriptionspromotors 
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enchalren. Wird die Transcriptionspromotorsequenz ausschliessiich 
uber den Primer zur Synthase des 2. DNA-Strangs eingebracht, kann 
als Template-Nukleinsaure eine naturliche RNA verwendet werden. Um 
die partiell doppelstrangige DNA mit einem funktionelle Promotor 
aufzubauen, ist es in diesem Fall jedoch notwendig, dass nach der 
Synthase des 2 . DNA-Strangs die DNA denaturiert wird, um durch 
Annealing des 1. Amplif ikationsprimers umd erneuter DNA-Synthese 
einen f unktionellen Promoter aufzubauen. In diesem Fall stellt die 
durch die RT-Aktivitat synthetisierte cDNA (2) nur das Edukt zur 
Synthase der zu vernehrenden Nukleinsaure dar. Die in Schritt 2 
synthetisierte ssRNA (10) weist dann die gleiche Polaritat wie die 
Template-Nukleinsaure (1) auf. 

Fig. 9 beschreibt verschiedene Versionen des PERT Assay, in welchen 
die zu vermehrende Nukleinsaure eine RNA ist. Der zur Synthese 
dieser RNA notwendige Transcriptionspromotor kommt in alien 
illustrierten Versionen in die Nahe des 5'-Endes des zweiten 
DNA-Stranges zu liegen. Die Transcriptionspromotorsequenz kann 
dabei bereits als (P-)"Sequenz in der Template-Nukleinsaure 
enthalten sein (Versionen I und II), Oder sie kann, ebenfalls der 
(P-)-Sequenz entsprechend, uber den Primer fur den zweiten 
DNA-Strang zugefuhrt werden. 

Schritt 1 : Version I : Vorgelegt wird eine Template-Nukleinsaure, 
welche die f unktionellen Sequenzen (la) bis (Ih) enthalt . Davon 
sind (lb), (le) und (Ig) notwendige Hybridisierungssequenzen . 
Ebenfalls notwendig ist (Id) , welches fur den Transcriptionspromo- 
tor kodiert. Fakultativ sind die Spacer-Sequenzen (Ic) und (If) 
sowie die f lankierenden Sequenzen (la) und (Ih) . Von den drei 
Hybridisierungssequenzen dient (Ig) dem Annealing des RT-Primers 
und in Schritt 2 die davon abgeleitete Sequenz (13d) dem Annealing 
des ersten Amplif ikationsprimers , (lb) dient in seiner komplementa- 
ren Form (2g) dem Annealing des Primers fiir den 2. DNA-Strang in 
Schritt 1. (le) dient in seiner komplementareh Form (14b) in 
Schritt 2 dem Annealing des zweiten Amplif ikationsprimers . Der 
RT-Primer (Rl) (2a) (2b) ist ein RNA- oder DNA-Oligonukleotid . Das 
am 3'-Ende gelegene, notwendige (2b) vermittelt das Annealing an 
(Ig) der Template-Nukleinsaure. Die funktonelle Gruppe (Rl) ist 
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fakultativ. Bei Anwesenheit von RT-Aktivitat im auf gearbeiteten 
Untersuchungsmaterial wird in Reaktion (3a) unter Verwendung der 
benotigten dNTPs eine cDNA (2) synthetisiert , welche maximal die 
funktionellen Sequenzen {2a) bis (2h) enthait. Fur das Funktionie- 
ren des PERT Assay miissen in der RT-Reaktion {3a) zumindest die 
Sequenzen bis und mit. (2g) synthetisiert werden. 

Version II: Vorgelegt wird eine Template-Nukleinsaure, welche 
(Ic) (Id) (le) (If) (Ig) (Ih) enthalt; im Vergleich zu Version I sind 
{la) und (lb) deletiert . Beziiglich der Funktion der verbleibenden 
Sequenzen gilt das unter Version I Gesagte, mit der Ausnahme, dass 
(Ic) jetzt flankierende Sequenz ist. Auch der RT-Primer (Rl) {2a) 
{2b) ist wie in Version I. Bei Anwesenheit von RT-Aktivitat im 
aufgearbeiteten Untersuchungsmaterial wird in Reaktion (3a) unter 
Verwendung der benotigten dNTPs eine cDNA (2) synthetisiert, welche 
maximal die funktionellen Sequenzen {2a) bis (2f) enthalt. Fur das 
Funktionieren des PERT Assay miissen in der RT-Reaktion {3a) 
zumindest die Sequenzen bis und mit (2e) synthetisiert werden. 

Version III: Vorgelegt wird eine Template-Nukleinsaure, welche 
(le) (If) (Ig) (ih) enthalt; im Vergleich zu Version II sind (Ic) und 
{Id) deletiert. Beziiglich der Funktion der verbleibenden funktio- 
nellen Sequenzen* gilt das unter Version I Gesagte. Auch der 
RT"Primer (Rl) (2a) (2b) ist wie in Version I. Bei Anwesenheit von 
RT-Aktivitat im aufgearbeiteten Untersuchungsmaterial wird in 
Reaktion {3a) unter Verwendung der benotigten dNTPs eine cDNA (2) 
synthetisiert, welche maximal die funktionellen Sequenzen {2a) bis 
{2d) enthalt. Fiir das Funktionieren des PERT Assay miissen in der 
RT-Reaktion {3a) die Sequenzen {2c) und {2d) synthetisiert werden. 

Alle Versionen : Die RNA wird in Reaktion (4) durch eine der 
unter Fig. 2 erwahnten Methoden als Reaktionspartner in den kommen- 
den Reaktionen eliminiert . 

In Version I wird nun an die cDNA (2) in Reaktion (5a) der 
Primer fur den 2. DNA-Strang, ein DNA-Oligonukleotid (R2) (6a) (6b), 
anhybridisiert . Dessen am 3'-Ende gelegene obligatorische Hybridi- 
sierungssequenz {6b) hat Komplementaritat zu {2g) der cDNA. Das am 
5'-Ende gelegene {6a) ist fakultativ, besitzt keine Komplementari- 
tat zur CDNA und dient der Einfiihrung einer neuen, in der cDNA noch 
nicht vorhandenen Sequenz. Durch Zugabe einer DNA-abhangigen 
DNA-Polymerase und unter Verwendung von dNTPs wird in Reaktion (7) 
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der 2. DNA-Strang (6) synthetisiert ; als Resuitat entsteht eine 
dsDNA (2)// (6) bestehend aus (Rl) (2a) bis (2h) // (R2) ( 6a) bis (6h) . 

In Version II wird in Reaktion (5a) anstelle des in Version 
I verwendeten Primers ein dem verkurzten 3'-Ende der cDNA entspre- 
chender DNA-Oligonukleotidprimer (R2) (6c) (6d) an die aus Schritt 
I hervorgehende cDNA (2) anhybridisiert , Dessen am 3'-Ende 
gelegene, obligatorische Hybridisierungssequenz (6d) hat Komplemen- 
taritat zu (2e) der cDNA und enthalt gleichzeitig die (P-)-Sequen2 
des gewahlten Transcriptionspromotors , Die Hybridisierungssequenz 
kann die Sequenz des Transcript-ionspromotors zu beiden Seiten 
iiberlappen. Das am 5'-Ende gelegene (6c) ist fakultativ, besitzt 
keine Komplementaritat zur cDNA und dient der Einfuhrung einer 
neuen, in der cDNA noch nicht vorhandenen Sequenz. Durch Zugabe 
einer DNA-abhangigen DNA-Polymerase und unter Verwendung von dNTPs 
wird in Reaktion (7) der • 2 • DNA-Strang (6) synthetisiert; als 
Resuitat entsteht eine dsDNA (2)// (6) bestehend aus (Rl) (2a) bis 
(2f ) // (R2) (6c) bis (6h) . Falls (6d) an seinem 3'-Ende mindestens 
3 Nukleotide uber das 3'-Ende der Polymerasepromotor-Sequenz 
hinausreicht, entsteht schon durch das Annealing des Primers 
(R2) (6c) (6d) an die cDNA ein f unktioneller Promoter fur die 
RNA-Polymerase; fur die RNA-Synthese (8a) wird dann keine Reaktion 
(7) mehr benotigt . 

, In Version III wird in Reaktion (5a) ein dem noch weiter 
verkurzten 3'-Ende der cDNA entsprechender DNA-Oligonukleotidprimer 
(R2) (6c) (6d) (6e) an die cDNA (2) anhybridisiert. Die am 3'-Ende des 
Primers (R2) (6c) (6d) (6e) gelegene obligatorische Hybridisierungsse- 
quenz (6e) hat Komplementaritat zu (2d) der cDNA. (6c) und (6d) 
sind wie in Version II, Durch Zugabe einer DNA-abhangigen DNA-Poly- 
merase und unter Verwendung von dNTPs werden in Reaktion (7) die 
beiden 3'-Enden der zwei DNA-Strange verlangert; als Resuitat 
entsteht eine dsDNA (2)// (6) bestehend aus (Rl) (2a) bis (2f)//(R2)- 
(6c) bis (6h) . 

Bei alien Versionen mussen spatestens jetzt wieder Reaktions- 
bedingungen hergestellt werden, welche di-e Stabilitat der RNA in 
den folgenden Reaktionen garantieren. Die dazu verwendeten Methoden 
sind wie in Fig. 8. 

Von der in die Reakcionsmischung eingegebenen dsDNA (2)// (6), 
die in (2e)//(6d) aller drei Versionen einen f unktionellen Promotor 
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fur die gewahite RNA-Polymerase aufweisen, erfolgt in Reaction {8a) 
vermittelst der DNA-abhangigen RNA-Poiymerase und unter Verwendung 
von rNTPs die Synthase einer ssRNA-Spezies (10) enthaltend (10a) 
flOb) (10c) (lOd) . Diese ssRNA (10) hat bei alien drei Versionen die 
Polaritat des 2, DNA-Strangs (6) bzw, der Template-Nukleinsaure 
(1); (10a), (10b) und (10c) sind identisch mit (le) , (If) und (Ig) 
der verschiedenen Tempi at e-RNAs (1) . (lOd) ist hingegen von (2a) 
abgeleitet und komplementar zu diesem, 

Schritt 2: Die ssRNA (10) wird in das Ainplif ikationsverf ahren 
eingegeben . In einer Annealing-Reaktion (5b) wird der 1, Amplifika- 
tionsprimer (R3) (11a) (lib) (11c) durch die am 3^-Ende gelegene 
Hybridisierungssequenz (lie) an (10c) der ssRNA hybridisiert . (lib) 
ist eine P (-) -Sequenz eines Transcriptionspromotors und (11a) 
stellt eine flankierende Sequenz dar. (lib) und (11c) sind 
notwendig, (11a) und die funktionelle Gruppe (R3) sind fakultativ, 
Vermittelst der in der Reaktionsmischung vorhandenen RT wird in 
Reaktion (3b) unter Verwendung von dNTPs die cDNA (R3) (11a) (lib) 
(11c) (lid) (lie) synthetisiert . Durch die RNase H-Wirkung der RT 
Oder durch Einwirkung notigenfalls zusatzlich beigefiigter RNase H 
wird in Reaktion (12) die RNA (10) von der cDNA-RNA-Heteroduplex 
soweit degradiert, dass in Reaktion (5c) das Annealing des zweiten 
Amplifikationsprimers (R4) (13a) (13b) an (lie) der cDNA erfolgen 
kann. Dieser Amplif ikationsprimer besteht an . seinem 3'^-Ende aus 
einer obligatorischen, zu (lie) komplementaren Hybridisierungsse- 
quenz (13b) . Upstream davon bef indet sich die fakultative flan)cie- 
rende Sequenz (13a). (R4) ist ebenfalls fakultativ. Durch erneute 
Einwirkung der DNA-abhangigen DNA-Polymerase und unter der Verwen- 
dung von dNTPs entsteht in Reaktion (7) eine dsDNA (11) // (13) , von 
welcher in Reaktion (8b) durch eine RNA-Polymerase und unter Ver- 
wendung von rNTPS eine ssRNA (14) synthetisiert wird, die in den 
Sequenzen (14a), (14b) und (14c) komplementar zu (lOd) , (10c) und 
(10b) sind. 

Ausgehend von RNA (14) erfolgt der erneute Aufbau einr dsDNA 
(11)// (13) . In einer Annealing-Reaktion (5c) wird der 2. Amplifikar 
tionsprimer (R4) (13a) (13b) an (14c) der RNA hybridisiert. Durch die 
in der Reaktionsmischung vorhandenen RT wird in Reaktion (3b) unter 
Verwendung von dNTPs die cDNA (R4) (13a) (13b) (13c) {13d) syntheti- 
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siert. Infolge der RNase H-Wirkung der RT Oder durch Einwirkung 
notigenfalls zusatzlich beigefugter RNase H wird in Reaktion (12) 
die RNA (14) von der cDNA-RNA-Heteroduplex soweit degradiert, dass 
in Reaktion (5b) .das Annealing des 1. Amplif ikationsprimers 

(R3) (11a) (lib) (11c) an (13d) der cDNA erfolgen kann . Durch erneure 
Einwirkung der DNA-abhangigen DNA-Polymerase und unter der 
Verwendung von dNTPs entsteht in Reaktion (7) wieder eine dsDNA 

(11)// (13), von welcher in Reaktion (8b) durch eine RNA-Polymerase 
und unter Verwendung von rNTPS die ssRNA (14) synthetisiert wird. 

Schritt 3 : Die aus dem Amplif ikationsprozess resultierende ssRNA 
(14a) (14b) (14c) (14d) wird fur die Analyse gemass den spacer 
folgenden generellen Anmerkungen zu Schritt 3 verwendet . 

Modif ikationen : 

Die als fakultativ benannten f unktionellen Sequenzen und funktio- 
nellen Gruppen (R) aller eingesetzten Nukleinsauren konnen, einzeln 
Oder in den verschiedenen moglichen Kombinationen, entf alien. 
Verzicht auf die am 5'-Ende des RT-Primers situierte funktionelle 
Sequenz (2a) hat in alien Versionen zur Folge, dass (lOd) der ssRNA 
(10) entfallt. Verzicht auf di^ am 5'-Ende gelegene funktionelle 
Sequenz des Primers fur den 2. DNA-Strang [(6a) in Version I, (6c) 
in Versionen II und III] hat dagegen keine Auswirkung in Bezug auf 
die Zusammensetzung der in Schritt 2 synthetisierten ssRNA (10) . 
Verzicht auf (11a) des 1. Amplif ikationsprimers hat keinen Einfluss 
auf die Zusammensetzung der ssRNA (14), wahrend bei Verzicht auf 
(13a) in der von der dsDNA (11)// (13) transcribierten ssFO^A (1,4) 
die Sequenz (14d) entfallt. In Reaktion (4) kann das Vorhandensein 
von (Rl) vorteilhaft sein. 

Ein zusatzliches Spacer-Element kann in der Template-Nuklein- 
saure zwischen den Elementen (Id) und (le) , im Primer fiir den 
zweiten DNA-Strang zwischen (6d) und (6e), und /oder im 2. Ampli- 
f ikationsprimer zwischen (lib) und (11c) eingeschoben werden. 

In Version III kann bei der Template-Nukleinsaure (1). die air 
3'-Ende gelegene flankierende Sequenz (Ih) eine beliebige Basense- 
quenz aufweisen. Dies ermoglicht, naturlich vorkommende RNA-Mole- 
klile als Template-Nukleinsaure (1) einzusetzen. 

Abweichend von der Norm kann eine funktionelle Sequenz, oder 
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eine Kombination funktionelier Sequenzen, mehr ais einer Funktiion 
dienen. So kann in alien Versionen der 1, Amplif ikationsprimer 
(R3) (11a) (lib) (11c) auch die Funktion des RT-Primers ubernehmen. 
Das Annealing dieses RT-Primers, vermitrelst: (11c) , erfolgt dann 
an (Ig) der Template-Nukleinsaure (1) . 

Die Verwendung verschiedener Molekule fur den RT-Primer und- 
den 1. Amplifikationsprimer ermoglicht andererseits die Verwendung 
eines RNA-Primers fiir die RT-Reaktion, wodurch Sensitivitat 
und/oder Spezifitat des PERT Assay beeinflusst werden konnen. 

Abweichend von der Norm existiert die Moglichkeit/ fur 
verschiedene funktionelle Sequenzen identische Basensequenzen zu 
verwenden, diese konnen auch homopolymer sein. Dies betrifft in 
alien Versionen die f lankierenden Sequenzen und Spacer-Sequenzen 
der Template-Nukleinsaure (1) , die homopolymer und/oder untereinan- 
der identisch sein konnen. 

Als eine weitere Modifikation lasst sich in Schritt 1 eine 
dsDNA (2)//(S) aufbauen^ die an beiden Enden je einen funktionellen 
Transcriptionspromotor tragt. Es werden dann zwei verschiedene 
Spezies von ssRNAs produzierc, die sich teilweise uberlappen und 
entgegengesetzter Polaritat sind. 

Auf der Basis von Version II lasst sich durch Verwendung einer 
Template-Nukleinsaure, die zusatzlich zur Template-RNA eine 
Template-DNA enthalt, ein stark vereinf achtes Verfahren erreichen: 
Vorgelegt wird eine Template-Nukleinsaure (Ic) (Id) (le) (If) (Ig) (Ih) , 
wobei (Id) und mindestens die ersten 3 Nukleotide von (le) aus DNA, 
das restliche (le) und (If) jedoch aus RNA bestehen. Bei den 
ubrigen funktionellen Sequenzen ist gleichgultig, ob sie aus DNA 
Oder RNA bestehen. Unter Verwendung des RT-Primers (Rl) (2a) (2b) 
wird in der RT-Reaktion eine doppelstrangige Nukleinsaure syntheti- 
siert, die in der dsDNA (ld)//(2e) einen funktionellen Transcrip- 
tionspromotor besitzt, von welchem nach Eingabe in die in Schritt 
2 verwendete Reaktionsmischung die zu vermehrende Nukleinsaure, die 
RNA (10a) (10b) (10c) (lOd) , direkt synthetisiert werden kann. Auch 
in dieser Version muss jedoch die Template-Nukleinsaure vor der 
Eingabe in die in Schritt 2 verwendete Reaktionsmischung eliminiert 
werden , 

Fig. 10 zeigt die Amplif ikation mitteis einer Reportersonde . 
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S£hritt_l: Template-Primer-Kombinat ion, RT-Reaktion (3) und deren 
Produkt sind in alien AspeJcten identisch mit denjenigen aus Fig. 
3. In Reaktion (4) wird die vorhandene Template-Nukleinsaure, die 
RNA (1), als relevanter Teilnehmer an der Annealingreaktion (5a) 
mit einer der genannten Methoden eliminiert. An die cDNA wird in 
Reaktion (5a) eine Reportersonde (6) anhybridisiert . Die Anforde- 
rungen und Moglichkeiten fur diese entsprechen denjenigen in PS- 
EP 0408295; es konnen DNA- oder RNA-Reportersonden verwendet 
werden. Voraussetzung ist, dass eine Hybridisierungssequenz der 
Reportersonde (6) Komplementaritat zur Hybridisierungssequenz (2d) 
der cDNA (2) aufweist und dadurch das Annealing an diese vermit- 
telt. Spatestens nach der Hybridisierung der Reportersonde (6) an 
die CDNA (2) wird diese mittels der f unktionellen Gruppe (Rl) an 
einen Carrier gebunden und nichtgebundene Reportersonde unter 
nichtdenaturierenden Bedingungen voilstandig aus dem Reaktionsge- 
misch entfernt, so wie in Fig. 3 beschrieben. Spatestens nach dem 
vollstandigem Wegwaschen ungebundener Reportersonde miissen, wie in 
Fig. 8 ausgefiihrt, wieder Reaktionsbedingungen hergestellt werden, 
welche die Amplif ikation zumindest einer Teilsequenz der Reporter- 
sonde (6) gemass PS-EP 0408295 zulassen. Als Hauptprodukr der 
Amplif ikation entsteht eine ssRNA, die gemass den Angaben zu Fig. 
8 und 9 analysiert wird. 

Modif ikat ionen : 

Es stehen alle in Fig. 3 erwahnten Moglichkeiten beziiglich Wahl der 
Template-Nukleinsaure und des RT-Primers of fen. Es ist jedoch 
darauf zu achten, dass weder Template-Nukleinsaure noch RT-Primer 
Sequenzhomologie Oder -komplementaritat zur Reportersonde aufwei- 
sen, Einzige Ausnahm.e ist die der Hybridisierung der Reportersonde 
dienende Sequenz . 

Eine Modif ikation, welche die Effizienz der initialen Synthese 
einer RNA erhoht, besteht darin, dass die Hybridisierungssequenz 
(lb) der Template-Nukleinsaure (1) gleichzeitig die P(+) -Sequenz 
eines Transcr iptionspromotors enthalt . Als Reportersonde wird eine 
Nukleinsaure verwendet, deren Hybridisierungssequenz so gestaltet 
ist, dass sie sowohl mit (2d), welches die P(-) -Sequenz des 
Transcriptionspromotors darstellt, als auch (2e) hybridisiert . 
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Upstream dieser doppeiten Hybridisierungssequenz enrhaic die 
Reportersonde zunachst eine Spacersequenz und wiederum eine 
Hybridisierungssequenz . Alle drei funktionelien Sequenzen bestehen 
aus DMA, so dass durch die Hybridisierung der Reportersonde an die 
cDNA ein Transcript ionspromotor entsteht^ von welchem ausgehend 
nach Zugabe der RNA-Poiymerase die Synthase der zu vermehrenden 
ssRNA erfolgt. 

Aufbau des PERT Assay bei Verwendung eines auf replikativer KHA 
beruhenden Amplif ikationsvexfahrens 

Diese PERT Varianten benutzen ein in vitro Replikat ionssystem zur 
Amplif ikation einer primaren replikativen RNA, Die fur die Repli- 
kation notwendigen funktionellen Sequenzen einer RNA sind hier am 
Beispiel des am besten dokumentierten Replikationssystem des 
Bakteriophagen QJ5 (beta) iliustriert . Urn als Template-Nukleinsaure 
fiir die QB-Replicase zu dienen^ muss das 3'-Ende der primaren RNA 
eine cytidinreiche Region aufweisen (def initionsgemass eine 
3' -RNA-ori ( + ) -Sequenz) , die der Initiation der EWA-Replikation 
dient. Das 5'-Ende der primaren replikativen RNA muss eine 
guanylreiche Sequenz enthalten (def initionsgemass eine 5'-ori- 
(-) -Sequenz) , die in ihrer komplementaren Sequenz eine cytidinrei- 
che Region darstellt, und die Initiation der RNA-Synthese des 
komplementaren Strangs ubernimmt. Die zwischen den beiden termina- 
len Replikat ions-Initiationssequenzen liegenden RNA-Abschnitte 
mussen zudem noch eine Replicasen-Bindungsdomane, d.h. ein fur die 
Bindung der EINA-Replicase notwendiges diskontinuierliches Sequenz- 
element, aufweisen. Das Vorhandensein eines solchen Typs RNA in 
Verbindung mit Qfi-Replicase und den benotigten rNTPs in einer 
Reaktionsmischung fuhrt zu einer autokatalytischen Vermehrung des 
RNA-Molekiils mit einer Verdoppelungszeit von unter einer Minute. 
Neben dem Qfi-Replikationssystem konnen in analoger Weise auch 
Replikationssysteme anderer RNA-Phagen benutzt werden. Als 
Beispiele, und in keiner Weise abschliessend, konnen diejenigen der 
Phagen MS2, f2, und R17 genannt werden. 

Die Adaptation des PERT Assay an dieses Replikationssystem 
kann einerseits durch die Verwendung von Template-Nukleinsauren 
erfolgen, die von replikativen RNAs abgeleitet sind und/oder deren 
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Basensequenz mindestens teilweise in die primare replikative RNA 
einfliesst, welche dann in Schritt 2 durch eine RNA-Repiicase 
vermehrt wird. Andererseits kann die in der RT-Reaktion syntheti- 
sierte cDNA dazu verwendet werden, urn mit Hilfe einer Reportersonde 
eine primare replikative RNA als die zu vermehrende Nukleinsaure 
bereitzustellen . Ausser wenn anders vermerkt/ werden in den 
folgenden illustrierten Varianten bevorzugterweise reine RNAs als 
Template-Nukleinsaure eingesetzt • 

Bei der Verwendung von Template-Nukleinsauren, die von 
replikativen RNAs abgeleitet sind, wird im ersten Schritt zuerst 
eine zumindest partiell doppelstrangige DNA synthet isiert , welche 
direkt an einen Transcriptionspromot or anschliessend alle notwendi- 
gen funktionellen Sequenzen einer replikativen RNA enthalt. 
Ausgehend von dieser zumindest partiell doppelstrangigen DNA wird 
dann mit Hilfe einer DNA-abhangigen RNA-Polymerase eine replikative 
RNA synthetisiert r die in Schritt 2 mit dem dieser RNA entsprechen- 
den Replikationssystem vermehrt wird. Es ist wesentlich, dass die 
Wahl der Template-Nukleinsaure-Sequenz und der. Primer-Sequenz so 
erfolgt, dass die Abfolge der enzymatischen Reaktionen nur dann zu 
der Synthese einer vermehrbaren RNA fuhrt, wenn im ersten Schritt 
eine im Untersuchungsmaterial vorliegende RT-Aktivitat eine cDNA 
synthetisiert hat. Es mussen Vorkehrungen getroffen werden, welche 
die Replikation der Template-Nukleinsaure in Schritt 2, und somit 
f alsch-positive oder falsch negative-Resultate (je nach Art der 
Analyse des Amplif ikationsprodukts ist beides moglich) verunmogli- 
chen. Die in der Folge genannten Varianten (Fig. 11-17) dienen 
dazu/ die Vielfalt der Moglichkeiten zu illustrieren, nach denen 
ein PERT Assay nach diesem Reaktionsprinzip ablaufen kann. 

Fig. 11 zeigt einen ersten moglichen Reaktionsablauf eines solchen 
PERT Assay. Die notwendigen funktionellen Sequenzen zur spateren 
RNA-Synthese und zu deren Vermehrung, mit Ausnahme der Replicasen- 
Bindungsdomane, werden durch ssDNAs in die DNA eingebracht. Die 
Transcriptionspromotor-Sequenz wird liber den RT-Primer in der Nahe 
des 5'-Endes der cDNA eingefuhrt. Die am Ehde von Schritt 1 
synthetisierte primare replikative RNA weist eine zur Template- 
Nukleinsaure gegensatzliche Polaritat auf. 
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Schritt 1: Die vorgelegte Template-Nukleinsaure (1) bestehc aus den 
folgenden f unktionelien Sequenzen: Einer f iankierenden Sequenz (la) 
am 5'-Ende, der Hybridisierungssequenz (lb), zwei Spacer-Sequenzen 
(Ic) bzw. (le), der Replicasen-Bindungsdomane (Id), einer zweiten 
Hybridisierungssequenz (If) fur das Annealing des RT-Primers, und 
der f Iankierenden Sequenz (Ig) am 3'-Ende. Die f Iankierenden 
Sequenzen (la) und (ig) sowie die Spacer-Sequenzen (Ic) und (le) 
sind fakuitativ; alle anderen Sequenzen sind notwendig. 

Als RT-Primer fungiert eine ssDNA (Rl) (2a) (2b) (2c) (2d) (2e) , 
vorzugsweise ein Oligonukleotid. Diese ssDNA enthalt in (2b) die 
P(-) -Sequenz eines Transcript ionspromotors, daran anschiiessend die 
5' -ori (-) -Sequenz (2c) und an seinem 3'*Ende die Hybridisierungsse- 
quenz {2e) zur Hybridisierung an (If) der Template-Nukleinsaure 
(1) . (2a) und (2d) sind eine f lankierende, respekcive eine 
Spacer-Sequenz. (2b), (2c) und {2e) sind notwendig, (2a) und (2d) 
sind fakultativ. Auch (Rl) ist fakultativ. 

Die im auf gearbeiteten Untersuchungsmaterial enthalcene 
RT-Aktivitat synthetisiert in Reaktion (3) eine cDNA (2) umfassend 
(Rl) (.2a) {2b) (2c) {2d) {2e) (2f) (2g) (2h) (2i) {2j) , Fur das Funktionieren 
des PERT Assay miissen in der RT-Reaktion zumindest die funkticnei- 
len Sequenzen bis (2g) synthetisiert werden. 

Das aus Reaktion (3) hervorgehende Gemisch von Nukleinsauren 
wird in Reaktion {4) derart modifiziert, dass sichergestellt werden 
kann, dass keine dieser Komponenten in unerwiinscher Weise mit dem 
optimalen Ablauf der nachf oigenden Reaktionen interf eriert . 
Insbesondere muss verhindert werden, dass die Template-Nukleinsaure 
(1) und/oder die Template-Primer-Kombinationen (1) // (Rl) {2a) (2b) 
{2c) {2d) (2e) mit der Hybridisierung (5) des zweiten Primers 
{R2) (6a) (6b) {6c) an die cDNA (2) kompetitiert, und dass in Schritt 
2 die Bindung der RNA-Repiicase an die in grossem Ueberschuss 
vorhandene Template-Nukleinsaure fl) anstatt an die replikative RNA 
(9) erfoigt- Beides fuhrt zu einer verminderten Sensitivitat des 
Nachweises oder gar zu falsch negativen Resultaten. Aus diesem 
Grund wird in Reaktion (4) die aus RNA bestehende Template-Nuklein- 
saure (1) mit einer der erwahnten Methoden eliminiert. 

In Reaktion (5) erfolgt das Annealing einer zweiten ssDNA 
{R2) (6a) {6b) (6c) , vorzugsweise ein Oligonukleotid. Diese DNA 
enthalt als notwendige Sequenzen am 5'-Ende eine 3' -ori (-) -Sequenz 
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(6a) und am 3'-Ende eine Hybridisierungsequenz (6c) zur Hybridisie- 
rung an die f unktionenlie Sequenz (21) der cDNA (2) . Fakultative 
Elemente sind eine Spacer-Sequenz (6b) sowie eine funktionelle 
Gruppe (R2) . In Reaktion (7) wird durch Wirkung einer DNA-Polyme- 
rase und unter Verwendung von dNTPs eine dsDNA bestehend aus den 
Strangen (2) und (6) synthetisiert , wobei das Segment (2b)//(6j) 
den aktiven Transcriptionspromotor fur die RNA-Polymerase dar- 
stellt. Spatestens jetzt mussen, wie in Fig. 8 beschrieben, wieder 
Reaktionsbedingungen hergestellt werden, welche die Stabilitat der 
RNA in den foigenden Reaktionen garantieren. Nach Zugabe der dem 
Transcriptionspromotor entsprechenden RNA-Polymerase wird unter 
Verwendung der notwendigen rNTPs in Reaktion (8) die zu vermehrende 
Nukleinsaure, die primare replikative RNA (9) synthetisiert , welche 
alle fur die Vermehrung im gewahlten Replikationssystem erforderli- 
chen Funktionen besitzt. Deren Anteile {9c), (9d) , (9e) / (9f) und 

(9g) sind dabei komplementar zu (If), (le) , (Id), (Ic) , und (lb) 
der Template-Nukleinsaure . 

Schritt 2 : Diese RNA (9) wird nun in das RNA-Replikat ionssystem 
(10) eingegeben. Dieses enthalt in einem geeigneten Puffer alle 
Enzyme und anderen Reagentien wie rNTPs usw., die fur die RNA-Re- 
plikation notwendig sind. In diesem Replikationssystem wird die 
RNA vermehrt, wobei einzelstrangige RNA-Molekule beider Polaritaten 
gebildet werden, die in Schritt 3 mit geeigneten Methoden nachge- 
wiesen werden . 

Fig. 12 zeigt einen Reaktionsablauf , bei dem alle zur spateren 
RNA-Synthese und zu deren Vermehrung notwendigen Sequenzen schon 
in der Template-Nukleinsaure vorliegen. Die Transcriptionspromotor- 
Sequenz kommt wiederum in der Nahe des S'-Endes der cDNA zu liegen. 
Die am Ende von Schritt 1 synthetisierte primare replikative RNA 
weist eine zur Template-Nukleinsaure gegensatzliche Polaritat auf . 

Schritt 1 : Die vorgelegte Template-Nukleinsaure (1) enthalt die 
funktionellen Sequenzen (la)...(lj). Abweichend von den allgemein 
geltenden Prinzipien sind in der hier beschriebenen Variante den 
funktionellen Sequenzen (lb), respektive (6a), zwei Funktionen 
zugeordnet , 
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Im Unterschied zu Fig. 11 Icodiert die eingesetzte Template- 
Nukieinsaure (1) fur aile Funktionen, die fur die RNA-Transcription 
und fur die RNA-Replikation benotigt werden, (lb) enthalt eine 
3' -RNA-ori (") -Sequenz und ist gieichzeitig eine Hybridisierungsse- 
quenz, wobei die zur Hybridisierung verwendete Sequenz 1 anger sein 
kann als die zur Replikatiion minimal benotigte RNA-ori-Sequenz . 
Voraussetzung ist, dass die RNA-ori-Sequenz das 5'-Ende von (lb) 
bildet. (Ic) / (le) und (Ih) sind Spacer-Sequenzen, (Id) die 
Repiicasen-Bindungsdomane und (If) eine 5' -RNA-ori ( + ) -Sequenz . (Ig) 
ist die P(+) -Sequenz eines Transcriptionspromotors und (Ig) die 
Hybridisierungssequenz fiir den RT-Primer. (la) und (Ih) sind 
flankierende Sequenzen. Sowohl die f lankierenden als auch die 
Spacer-Sequenzen sind fakultativ. Alle restlichen f unktionellen 
Sequenzen sind fiir diese Variante notwendig. 

Der RT-Primer (Rl) (2a) (2b) ist eine Nukleinsaure, vorzugsweise 
ein DNA- Oder RNA-Oligonukieotid, und besteht aus der fakultativen 
funktionellen Gruppe (Rl) , der ebenfalls entbehrlichen und nicht 
hybridisierenden flankierenden Sequenz (2a) sowie der zur Hybridi- 
sierung an (Ig) verwendeten notwendigen Hybridisierungssequenz 
{2b) . 

Die im Untersuchungsmaterial enthaltene RT-Aktivitat syntheti- 
siert in Reaktion (3) eine cDNA mir maximal den funktionellen 
Sequenzen (2a) (2b) (2c) (2d) (2e) (2f) (2g) (2h) (2i) (2j) . Fur das Funk- 
tionieren des PERT Assay mussen in der RT-Reaktion zumindest die 
funktionellen Sequenzen bis (2i) synthetisiert werden. 

Wie in Fig, 11 wird in Reaktion (4) die Template-Nukleinsaure 
(1) degradiert. In Reaktion (5) erfolgt sodann das Annealing des 
zweiten Primers (R2) {6a) , eines DNA-Oligonukleotids . Er besteht aus 
der zu (2g) komplementaren Hybridisierungssequenz (6a) und enthalt 
am5'-Ende eine 3' -RNA-ori (-) -Sequenz . Die funktionelle Gruppe (R2) 
ist fakultativ. 

In Reaktion (7) findet die Synthese einer dsDNA, bestehend aus 
den Strangen (2) und (6), durch eine DNA-Polymerase statt. 
Spatestens zum jetzigen Zeitpunkt mussen ausserdem, wie in Fig. 8 
beschrieben, wieder Reaktionsbedingungen hergestellt werden, welche 
die Stabilitat der RNA in den folgenden Reaktionen garantieren. 
Anschliessend erfolgt in Reaktion (8) durch die dem Transcriptions- 
promotor entsprechende RNA-Polymerase die Synthese der primaren 
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replikativen RNA (9). Deren funktionelle Sequenzen (9a), (9b), 
(9c), (9d) und (9e) sind dabei Complement a r zu (If), (le), (Id), 
(Ic) , und (lb) der Template-Nukleinsaure . 

Schritt 2: Diese" RNA (9) wird nun in das RKA-Replikat ionssystem 
(10) eingegeben und darin vermehrt, wobei einzelstrangige RNA-Mol- 
ekule beider Polaritaten gebildet werden, welche in Schritt 3 mit 
geeigneten Methoden nachgewiesen werden. 

Fig. 13 zeigt eine weitere Variante der Template-Primer-Konf igura- 
tion. Die zur RNA-Synthese und zur Vermehrung notwendigen funktio- 
nellen Sequenzen, mit Ausnahme der Replicasen-Bindungsdomane, 
werden wiederum ausschliesslich durch Oligonukleotide in die DNA 
eingebracht. Die Transcriptionspromotor-Sequenz wird jedoch liber 
den 2. Primer in die DNA eingefiihrt. Die am Ende von Schritt 1 
synthetisierte primare replikative RNA weist die gleiche Polaritat 
auf wie die Template-Nukleinsaure. 

Schritt 1: Die vorgelegte Template-Nukleinsaure (1) besteht aus den 
folgenden, fur das Funktionieren dieser Variante notwendigen 
funktionellen Sequenzen: (la) , am 5' -Ende der Template-Nukleinsaure 
(1) gelegen, ist eine Hybridisierungssequenz, (Ic) ist die 
Replicasen-Bindungsdomane, und (le) ist die fur das Annealing des 
RT-Primers verantwortliche Hybridisierungssequenz. Falkultativ sind 
die Spacer-Sequenzen (lb) und (Id) und die flankierende Sequenz 



Der Primer fur die RT-Reaktion (3) ist eine ssDNA (Rl) (2a) 
(2b) {2c), vorzugsweise ein Oligonukleotid . Er besteht aus (Rl) , der 

3' -RNA-ori {-) -Sequenz (2a), der Spacer-Sequenz (2b) und einer zu 
(Ic) komplementaren Hybridisierungssequenz (2c) an seinem 3' -Ende. 

Die* beiden Sequenzen (2a) und (2c) sind fur das Verfahren notwen- 

dig, die anderen zwei konnen auch entf alien. 

Die im Untersuchungsmaterial enthaltene RT-Aktivitat syntheti- 

siert in Reaktion (3) eine cDNA mit den Anteilen (Rl) (2a) (2b) (2c) 
(2d) {2e) (2f ) (2g) . Fur das Funktionieren des PERT Assay mussen in 

der RT-Reaktion alle funktionellen Sequenzen bis (2g) synthet isiert 

werden . 

Wie in Fig. 11 wird in Reaktion {4) die Template-Nukleinsaure, 



(If) . 
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die RNA (1), degradiert. In Reaktion (5) erfolgt sodann das 
Annealing des zweiten Primers (R2) (6a) . . . (6e) , einer ssDNA, 
vorzugsweise ein Oligonukleotid. Er enthalt in der Nahe des 
5'-Endes die P(-)* Sequenz des Transcriptionspromotors (6b) und 
unmittelbar downstream derselben eine 5' -RNA-ori (-) -Sequenz (6c). 
Am 3'-Ende des Primers befindet sich die zu (2g) der cDNA komple- 
mentare Hybridisierungssequenz (6e), (6b), (6c) und (6e) sind fur 
das Funktionieren dieser Variants notwendig. Zusatziich zu diesen 
konnen als fakultative Elemente eine flankierende (6a) und eine 
Spacer-Sequenz (6d) vorhanden sein. Zudem kann der Primer eine 
funktionelle Gruppe (R2) aufweisen. 

In Reaktion (7) wird durch Wirkung einer DNA-Polymerase und 
unter Verwendung von dNTPs eine dsDNA bestehend aus den Strangen 

(2) und (6) synthetisiert, wobei nun das Segment (6b)//(2j) einen 
aktiven Transcriptionspromotor darstellt. Spatestens zum jetzigen 
Zeitpunkt miissen ausserdem, wie in Fig- 8 beschrieben, wieder 
Reaktionsbedingungen hergesteilt werden, welche die Stabilitat der 
RNA in den folgenden Reaktionen garantieren. 

Nach Zugabe der RNA-Polymerase wird unter Verwendung der 
notwendigen rNTPs in Reaktion (8) die zu vermehrende Nukleinsaure, 
die primare repli'kative RNA f9) synthetisiert , welche alle fur die 
Vermehrung im gewahiten Replikationssystem erf orderlichen funktio- 
nellen Sequenzen besitzt. Deren funktionelle Sequenzen (9c), (9d) , 

(9e), (9f), (9g) entsprechen dabei (la), (lb), (Ic) , (Id) und (le) 
der Template-Nukleinsaure (1) . 

Schritt 2 : Die primare replikative RNA (9), die die gleichen 
funktionellen Sequenzen aufweist wie die primare replikative FlNA 
in Figur 11, wird analog zu Schritt 2/Fig. 11 amplifiziert und 
anschliessend in Schritt 3 nachgewiesen . 

Fig, 14 zeigt eine Variante, in welcher die Template-Nukleinsaure 
schon alle fur die spatere RNA-Synthese und Amplif ikation benotig- 
ten funktionellen Sequenzen enthalt. Die Transcriptionspromotorse- 
quenz kommt in der Nahe des 3'-Endes der cDNA zu liegen. Die am 
Ende von Schritt 1 synthetisierte RNA weist die gleiche Polaritat 
auf wie die Template-Nukleinsaure. 
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Schritt_l: Die vorgelegte Template-Nukleinsaure (1) enthalt am 
5'-Ende eine flankierende Sequenz (la), gefolgt von einer Hybridi- 
sierungssequenz (lb)". Daran anschliessend befindet sich eine 
Spacer-Sequenz (Ic) . Es folgen eine P(-)-Sequenz eines Transcrip- 
tionspromotors (Id) und unmittelbar daran anschliessend eine 
5'-RNA-ori(-)-Sequenz (le) . (if) bezeichnet eine Spacer-Sequenz, 
(ig) ist die Replicasen-Bindungsdomane und (ih) eine weitere 
Spacer-Sequenz. (li) ist in dieser Variants mit einer Doppelfunk- 
ticn belegt und enthait gleichzeitig eine 3' -RNA-ori (+) -Sequenz und 
eine Hybridisierungssequenz fiir den RT-Primer (2a) , wobei die 
RNA-ori-Sequenz am 3'-Ende liegen muss, aber nur einen Teil der zur 
Hybridisierung verwendeten Sequenz darzustellen braucht . (ib) , 
(Id), (le), (ig) und (li) sind fur das Fun)ctionieren dieser 
Variante notwendig, wahrenddem (la), (Ic) , (If) und (Ih) entbehr- 
lich sind. 

Der RT-Primer (Rl) (2a) ist ein DNA-Oligonukleotid . Das 
notwendige (2a) ist eine Hybridisierungssequenz, welche mit (li) 
der Template-Nu)cleinsaure (1) hybridisiert , und" enthalt ausserdem 
eine 3' -ori (-) -Sequenz am 5'-Ende. Die funktionelle Gruppe (Rl) ist 
f akultativ . 

Die im Untersuchungsmaterial enthaltene RT-Aktivitat syntheti- 
siert in Reaktion (3) eine cDNA mit maximal den Anteilen (2a) (2b) 
(2c) (2d) (2e) (2f) (2g) (2h) (2i) . Fur das Funktionieren des PERT Assay 

miissen in der RT-Reaktion zumindest die Sequenzen bis (2f) 

synthetisiert werden. 

Wie in Fig. 11 wird zunachst in Reaktion (4) die Template-Nu- 
kleinsaure, die RNA (1), degradiert . . In dieser Variante kommt als 
weiterer Grund, die RNA zu degradieren, die Moglichkeit einer 
Interferenz durch den Umstand hinzu, dass die Template-Nukleinsaure 
(1) in ihrer freien Form (d.h. nicht mit Primer {2a) gepaart) durch 
das Vorliegen einer Replicasen-Bindungsdomane (Ig) und einer 
3' -RNA-ori( + ) -Sequenz (li) an ihrem 3'-Ende ein Substrat fiir die 
RNA-Replicase darstellt. In Reaktion (5) erfolgt sodann das 
Annealing des zweiten Primers {R2) (6a). (6b) der vorzugsweise ein 
DNA-Oligonukleotid ist. Er besteht aus der zu {2f) komplementaren " 
notwendigen Hybridisierungssequenz (6b) und enthalt am 5'-Ende eine 
fakultative flankierende Sequenz (6a) . Ebenfalls fakultativ ist die 
funktionelle Gruppe (R2) . 
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In Reaktion (7) erfoigt die Synthese einer dsDNA, bestehend 
aus den Strangen (2) und (6), durch eine D^rA-Poiymerase , Spatestens 
2um jetzigen Zeitpunkt miissen ausserdem, wie in Fig. 8 beschrieben, 
wieder Reaktionsbedingungen hergesteilt werden, welche die Stabi- 
litat der RNA in den folgenden Reaktionen garantieren. In der 
Transcriptionsreaktion (8) erfoigt die Synthese der primaren 
replikativen RNA, welche die zu vermehrende Nukleinsaure ist. Deren 
funktionelle Sequenzen (9a), (9b), (9c), (9d) und {9e) sind dabei 
identisch 2U (le) , (If), (Ig) , (Ih) und (li) der Template^Nuklein- 
saure . 



Schritt 2 : Die primare replikative RNA (9), die die gleichen 
funktionellen Sequenzen aufweist wie die primare replikative RNA 
in Fig. 12, wird analog zu Fig. 12 amplif iziert und anschliessend 
in Schritt 3 nachgewiesen . 

Modif ikationen : 

Die innerhalb einer Variante als fakultativ benannten funktionellen 
Sequenzen und funktionellen Gruppen konnen, einzeln oder in den 
verschiedenen moglichen Kombinationen, entf alien. 

Die in den Fig. 11, 12, 13 und 14 beschriebenen Varianten 
stellen jeweils zwei mogliche Extreme dar, was die Art und Weise 
betrifft, wie die flir die RNA-Synthese und RNA-Replikation 
notwendigen funktionellen Sequenzen, mit Ausnahme der Replicasen- 
Bindungsdomane, in die dsDNA eingefiihrt werden, Sowohl die Trans- 
criptionspromotor-Sequenz wie auch die RNA-ori-Sequenzen sind hier 
entweder ausschliesslich und vbllstandig auf den verwendeten 
Oligonukleotiden oder vollstandig auf der Template-^Nukleinsaure 
kodiert. Diese Unterscheidung ist nicht obligat, sondern nur als 
Beispiel zu verstehen. Es ist ohne weiteres moglich, Kombinationen 
vorzunehmen. Zudem ist es moglich, die Template-Nukleinsaure so zu 
gestalten, dass nur Telle einer bestimmten notwendigen funktionel- 
len Sequenz in ihr vorliegen und die fehlenden Anteile uber einen 
der Primer eingefuhrt wird, Alle diese Moglichkeiten gelten auch 
fur die Replicasen-Bindungsdomane . 

Ebenso ist die in Fig. 11 - 14 dargestellte klare Trennung der 
Hybridisierungssequenzen von den zur RNA-Synthese und RNA-Replika- 
tion notwendigen funktionellen Sequenzen nicht zwingend! Eine 
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Hybridisierungssequenz kann mit einer RNA-ori-Sequenz, der 
Replicasen^Bindungsdomane/ der Transcriptionspromotor-Sequenz Oder 
auch mit zwei benachbarten dieser f unktionellen Sequenzen teilweise 
iiberlappen, diese • vollstandig in sich enthalten oder mit einer 
dieser, wie in Fig. 12 und 14 fur die 3' -RNA-ori-Sequenz beschrie- 
ben, identisch sein. 

So kann z.B. die in Fig.. 14 beschriebene Variants dahingehend 
einfach modifiziert werden, dass der Primer fur den zweiten 
DNA-Strang als Hybridisierungssequenz (6b) eine P(-)-Sequenz eines 
Transcriptionspromotors, sowie mindestens drei" weitere zur cDNA 
komplementare Nukleotide enthalt. Der Primer hybridisiert dann mit 
der funktionellen Sequenz (2f) der cDNA, wobei eine partiell dsDNA 
mit einem funktionellen Transcriptionsproraotor (6b) / / (2f ) fiir die 
RNA-Polymerase entsteht. Die replikative RNA (9) kann deshalb 
direkt von dieser partiell doppelstrangigen DNA (2)// (6) syntheti- 
siert (S) werden. Die Synthese der Doppelstrang-DNA mit DNA-Poly- 
merase (7) kann dadurch entf alien. Ebenso sind die funktionellen 
Sequenzen (la) , . . (ic) der Template-Nukleinsaure (1) nicht mehr 
notwendig und konnen entf alien, 

Wie erwahnt, kann die Verwendung einer Template-Nukleinsaure, 
die nebst der Template-RNA auch eine Template-DNA enthalt, in 
gewissen Konstellat ionen von Vorteil sein, indem die Synthese einer 
primaren replikativen RNA stark vereinfacht wird. Wenn beispiels- 
weise bei der in Fig. 12 gezeigten Template-Nukleinsaure (1) die 
flankierende Sequenz (la) weggelassen wird, (lb) (Ic) (Id) (le) (If) 
(Ig) in DNA und von den restlichen funktionellen Sequenzen 
mindestens das in diesem Fall notwendige (Ih) in RNA vorgelegt 
werden, entsteht in der RT-Reaktion (3) in (lg)//(2d) ein funktio- 
neller Transcriptionspromotor, von welchem ausgehend nach Zugabe 
einer entsprechenden DNA-abhangigen RNA-Polymerase sowie der 
benotigten rNTPs die Synthese der primaren replikativen RNA (9) der 
Zusammensetzung (9a) (9b) (9c) (9d) (9e) erfolgt. Wenn bei der in Fig. 
14 gezeigten Template-Nukleinsaure (1) die (P-) -Sequenz des 
Transcriptionspromotdrs (Id) sowie mindestens die unmittelbar 
downstream anschliessenden drei ersten Nukleotide von (le) in DNA 
vorgelegt werden, entsteht in der RT-Reaktion (3) ebenfalls ein 
f unktioneller Transcriptionspromotor, welcher die direkte Synthese 
der primaren replikativen RNA (9) ermoglicht, welche komplementar 
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zu den f unktioneiien Sequenzen (2e) (2d) (2c) (2b) (2a) der cDNA (2) 
synthetisiert: wird, Dabei konnen unterschiedlich grosse Anteile der 
cDNA (2) in Form des RT-Primers vorgelegt werden,. wichtig ist 
ledigiich, dass die Tempiate-Primer-Kombination alle funktionellen 
Sequenzen einer replikativen -RNA in der richtigen Anordnung 
enthalt und dass sich zwischen der Template-DNA und der Hybridisie- 
rungssequenz fur den RT-Primer ein ausreichend langes Stuck 
Tempiate-RNA befindet. 

Die in der Foige beschriebenen Varianten (Fig. 15 -17) benutzen die 
in der RT-Reaktion (3) synthetisierte cDNA nur zur Selektion einer 
Reportersonde, welche entweder selbst in Schritt 2 amplifiziert 
wird (Fig. 15) oder welche zuerst- zur Synthese einer primaren 
replikativen RNA beniitzt wird (Fig. 16, 17), bevor diese anschlies- 
send in Schritt 2 vermehrt 'wird. 

Fig. 15 zeigt eine Variante, bei der als Reportersonde eine 
replikative RNA an die synthetisierte cDNA hybridisiert wird. 
Nachdem die ungebundene replikative RNA weggewaschen ist,- wird die 
spezifisch gebundene RNA von der cDNA abgelost und anschliessend 
amplifiziert. 

Schritt 1 : Sowohl die notwendigen und fakultativen funktionellen 
Sequenzen von Template-Nukleinsaure (1) und RT-Primer (Rl) (2a) (2b) 
als auch die Moglichkeiten und Anf orderungen fur den Rest (Rl) sind 
identisch zu denjenigen in Fig. 3. Im ubrigen gilt die Anforderung, 
dass die Hybridisierungssequenz (2d) der cDNA als einzige und 
ausschliesslich mit der Hybridisierungssequenz der als Reporterson- 
de eingesetzten replikativen RNA reagiert . Keine andere Seqiienz der 
Template-Nukleinsaure (1), des RT-Primers (Rl) (2a) (2b) oder der 
cDNA (2) darf mit der als Reportersonde eingesetzten replikativen 
RNA eine spezifische Interaktion eingehen konnen. 

Das aus der RT—Reaktion (3) resultierende Gemisch von 
Nukleinsauren wird in Reaktion (4) derart modifiziert, dass 
sichergestellt werden kann, dass keine ihrer Komponenten/ insbe- 
sondere die Template-Nukleinsaure (1) und/oder die Template-Primer- 
Kombinationen (1)//(R1) (2a) (2b), in der folgenden Hybridisierungs- 
reaktion *(5a) der Reportersonde (6) mit der cDNA (2) als spezifi- 
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scher Kompetitor auftreten kann und dadurch zu einer verminderten 
Sensitivitat des Nachweises Oder gar zu falsch negativen Resultaten 
fuhrt. In Reaction (4) wird die Template-Nukleinsaure (1) deshalb 
mit einer der genannten Methoden eliminiert. 

Fails 2ur Entfernung der Template-Nukleinsaure (1) degradie- 
rende Bedingungen angewendet wurden, mussen jetzt, wie in Fig. 8 
beschrieben, wieder Reaktionsbedingungen hergestellt werden, welche 
die Stabilitat der RNA in den folgenden Reaktionen garantieren. An 
die cDNA (2) wird zunachst in Reaktion (5a) als Reportersonde (6) 
eine vollstandige replikative RNA anhybridisiert , welche aus den 
funktionellen Sequenzen (6a) (6b) (6c) (6d) (6e) (6f ) (6g) besteht . Von 
diesen ist (6a) eine 5' -RNA-ori (-) -Sequenz; .(6b), {6d) und (6f) sind 
Spacer-Sequenzen, (6c) eine Hybridisierungssequenz fur die Hybridi- 
. sierung an (2d) der cDNA, (6e) die Replicasen-Bindungsdomane, und 
(6g) ist eine am 3'-Ende geiegenen 3' -RNA-ori ( + ) -Sequenz . (6a), 
(6c), (6e) und (6g) sind fur das Verfahren notwendig, die Spacer- 
Sequenzen sind fakultativ. 

Spatestens nach dem Annealing dieser Reportersonde (6) an die 
cDNA (2) wird die cDNA mittels der f unktionellen Gruppe (Rl) an 
einen Carrier gebunden und nichtgebundene Reportersonde unter 
nichtdenaturierenden Bedingungen vollstandig aus dem Reaktionsge- 
misch entfernt, Damit rigoros gewaschen werden kann, ist eine 
Starke Bindung zwischen der carriergebundenen cDNA (2) und der 
Reportersonde (6) notwendig. Der Hybridisationsbereich dieser 
beiden Nukleinsauren, (2d) bzw. (6c), muss daher von genugender 
Lange und geeigneter Beschaf f enheit sein, und das Annealing der 
Reportersonde (6) muss unter optimalen Reaktionsbedingungen 
erfolgen. Ebenso muss darauf geachtet werden, dass die Bindung der 
cDNA (2) an den Carrier bestehen bleibt. 

Nach vollstandigem Wegwaschen ungebundener Reportersonde (6) 
wird die spezifisch gebundene replikative RNA (6) von der cDNA (2) 
mittels Denaturierung losgelost (4b) und in Schritt 2 im entspre- 
chenden RNA-Replikationssystem amplifiziert und anschliessend in 
Schritt 3 mit geeigneten Methoden nachgewiesen . 

Modif ikationen : 

Die Hybridisierungssequenz (6c) der Reportersonde kann auch mit der 
Replicasen-Bindungsdomane, mit einer der RNA-ori-Sequenzen oder 
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zwei benachbarten notwendigen funktionellen Sequenzen uberlappend 
angelegt werden, mit einer dieser Sequenzen identisch sein Oder 
eine dieser, vorzugsweise jedoch nicht eine RNA-ori-Sequenz, 
vollstandig in sich enthalten. 

Fig. 16 zeigt eine Variante, bei der die zura Nachweis der in 
Schritt 1 synthetisierten cDMA eingesetzte Reportersonde zur 
Synthese einer replikativen RNA verwendet wird. 

Schritt 1 : Die vorgelegte Template-Nukleinsaure (1) enthalt am 
5'-Ende eine Hybridisierungssequenz (la). Diese enthalt gleichzei- 
tig die P (-) -Sequenz eines Transcriptionspromotors sowie mindestens 
die ersten drei Nukleotide einer 5' -RNA-ori (+) -Sequenz . Daran 
anschliessend befindet sich die Spacer-Sequenz (lb) . Es folgen die 
Hybridisierungssequenz fur den RT-Primer (Ic) und die flankierende 
Sequenz (Id), (la) und (ic) sind fur das Funktionieren dieser 
Variante notwendig, wahrenddem (lb) und (id) entbehrlich sind. Der 
RT-Primer (Rl) (2a) (2b) ist identisch zu demjenigen in Fig. 3, mit 
der Abweichung, dass die funktionelle Gruppe (Rl) jetzt fakultativ 
ist. Im ubrigen gilt die Anforderung, dass die Hybridisierungsse- 
quenz (2d) der cDNA als einzige und ausschliesslich mit der 
Hybridisierungssequenz der Reportersonde (6) reagiert. Keine andere 
Sequenz der Template-NukleinsSure (1), des RT-Primers (Rl) (2a) (2b) 
Oder der cDNA (2) darf mit der als Reportersonde eingesetzten 
replikativen RNA eine spezifische Interaktion eingehen konnen. Da 
die Reportersonde (6) fur sich allein kein Substrat fiir die 
RNA-Polymerase darstellt, erubrigt sich bei dieser Variante die 
Elimination der Template-RNA. An die cDNA (2) wird daher zunachst 
in Reaktion (5a) eine Reportersonde (6) anhybridisiert . Diese ist 
eine ssDNA und enthalt die folgenden funktionellen Sequenzen: (6a) 
ist eine 5' -RNA-ori (-) -Sequenz; (6b) und (6d) sind Spacer-Seque- 
nzen; (6c) ist eine Replicasen-Bindungsdomane; (6e) ist eine 
3' -RNA-ori (+) -Sequenz und mit mindestens 3 Nukleotiden am 3'-Ende 
an der Hybridisierungssequenz beteiligt; (6f) ist die P (+) -Sequenz 
eines Transcriptionspromotors und gleichzeitg Teil der Hybridisie- 
rungssequenz und (6g) ist eine flankierende Sequenz. (6a), (6c), 
(6e) und (6f) sind fur das Verfahren notwendig; (6g) , (6b) und 
{6d) sind fakultativ. Durch die Hybridisierung der Reportersonde 
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(6) an die cDNA (2) enrsteht in Reaktion (5a) ein aktiver Trans- 
criptionspromotor (2d)//(6e teilweise) (6f ) , von welchem in Reaktion 
(8) durch eine RNA-Polymerase unter Verwendung von rNTPs die 
primare replikative RNA (9) synthet isiert wird. 

In Schritt 2 wird die primare replikative RNA im entsprechenden 
RNA-Replikationssystem amplif iziert und anschliessend in Schritt 
3 mit geeigneten Methoden nachgewiesen . 

Modif ikationen : 

Es besteht die Moglichkeit, die oben dargestellte Varianten so zu 
modif izieren, dass die Hybridisierungssequenz auf der Reportersonde 
downstream von der P(+)-Sequen2 des Transcriptionspromotors liegt . 
Die Hybridisierungssequenz (la) der Template-Nukleinsaure enthait 
dann keine RNA-ori (+) -Sequenzanteile und keine P(-)-Sequenz eines 
Transcriptionspromotors- Die Herstellung eines aktiven Transcrip- 
tionspromotors wird dann durch Annealing eines zusatzlichen 
ssDNA-Oligonukleotids (6f' ) erreicht, welches die komplementaren 
Sequenzen zu der P(+)-S€quen2 des Transcriptionspromotors (6f) und 
mindestens die ersten 3 Nukleotide der RNA-ori (+) -Sequenz enthait. 
Als zusatzliche Modifikation kann dann die Template-Nukleinsaure 
(1) an ihrem 5'-Ende eine flankierende Sequenz enthalten. -In all 
diesen Fallen muss jedoch spatestens nach dem Annealing der 
Reportersonde (6) an die cDNA (2) diese an einen Carrier gebunden 
und uberschiassige Reportersonde weggewaschen werden, und anschlies- 
send mussen Reaktionsbedinungen geschaffen werden, welche die 
Stabilitat der RNA garantieren. 

Fig. 17 zeigt eine Variante des PERT Assay, in welcher der Nachweis 
einer durch RT-Aktivitat gebildeten cDNA, mit Hilfe einer durch 
eine "smart probe" induzierten Synthese einer replikativen RNA, wie 
in PS-WO 90/03445 beschrieben, erfolgt. 

Schritt 1: Sowohl die notwendigen und entbehrlichen f unktionellen 
Sequenzen von Template-Nukleinsaure (1) und RT-Primer (Rl) (2a) (2b) 
als auch die Moglichkeiten und Anf orderungen fiir den Rest (Rl) sind 
identisch zu denjenigen in Fig. 3. Im ubrigen gilt die Anforde- 
rung, dass die Hybridisierungssequenz (2d) der cDNA als einzige und 
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ausschiiessiich mit der zur spezifischen Hybridisierung bestimmten 
Sequenz der "smart probe", nicht jedoch mit anderen f unktionellen 
Sequenzen der "smart probe" oder mit der die replikative RNA 
kodierenden ssDNA-Reportersonde reagiert. Keine andere Sequenz der 
Template-NukleinsSure (1) , des RT-Primers (Rl) (2a) (2b) oder der 
cDNA (2) darf mit einer der beiden zur Synthase von replikativer 
RNA eingesetzten Nukieinsauren eine spezifische Interaktion 
eingehen konnen. 

Aus den gleichen Grunden und auf die gleiche Art und Weise wie 
in Fig. 15 beschrieben, wird die Tempiate-Nukleinsaure (1) 
eliminiert (4) . Die weiteren Reaktionen bis zur Synthese der 
primaren replikativen RNA erfolgen nun gemass dem in PS-WO 90/03445 
offenbarten Verfahren durch den Nachweis der nur in der cDNA (2) 
vorhandenen Sequenz (2d) - In Reaktion (5a) wird zunachst eine 
"smart probe" (6) an (2d) der cDNA (2) und an eine Reportersonde 
(6' ) hybridisiert . Die "smart probe", eine ssDNA, besteht aus den 
foigenden Anteiien: Beginnend vom 5'-Ende her, enthalt sie zuerst 
eine flankierende Sequenz (6a), gefolgt von der P (•+•) -Sequenz eines 
Transcript ionspromotors (6b) . Daran anschliessend enthalt sie eine 
Zwischenssequenz (6c), die zu (2d) der cDNA komplementare Sequenz 
(6d) , und eine zweite Zwischensequenz (6e) . Auf diese folgt die 
P(-) -Sequenz (6f) des gleichen Transcriptionspromotors, und am 
3'-Ende eine noch mindestens drei Nukleotide umfassende Sequenz 
(6g) . Die zwei Zwischensequenzen (6b) und (6e) sind zueinander 
nicht komplementar und trennen die zur Hybridisierungssequenz (2d) 
der cDNA komplementare Hybridisierungssequenz (6d) von den 
Promotersequenzen (6b) und (6f) . Die Reportersonde (6M , eine 
ssDNA, enthalt in den funktionelien Sequenzen (6i') (6h' ) (6g') 
{6j')(6k') die Information fiir eine replikative RNA, wobei (6k') 
die 3' -RNA-ori (-) -Sequenz, (6jM eine fakultative Spacer-Sequenz, 
(6i') die Replicasen-Bindungsdomane, (6h') eine weitere fakultative 
Spacer-Sequenz und {6g^ ) die 5' -RNA-ori (+) -Sequenz bezeichnen und 
in (6f') die P {+) -Sequenz eines Transcriptionspromotors vorliegt. 
In Abwesenheit der Targetsequenz (2d) der cDNA bildet die "smart 
probe" durch intramolekulare Hybridisierung der beiden zueinander 
komplementaren Transcriptionspromotor-Sequenzen (6b) und (6f) als 
Sekundarstruktur eine Stem-Loop-Struktur , wie links in Fig. 17 
gezeigt. Falls aber (6d) der "smart probe" an (2d) der cDNA (2) 
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hybridisiert, warden (6f) und <6g) der "smart probe" fiir die 
Hybridisierung an (6f' ) und Teilen von (6g') der einzeistrangigen 
Reportersonde (6') verfiigbar, Durch diese Hybridisierung entsteht 
ein funktioneller Transcriptionspromotor (6f ) (6g) // (6f' ) (erste 3 
Nukleotide von 6g' ) , und nach Zugabe der entsprechenden RNA-Poly- 
merase und benotigten rNTPs wird die primare replikative RNA (9) 
synthetisiert (8) . 

Falls erf indungsgemass zur Entfernung der Template-Nuklein- 
saure (1) in Reaktion (4) degradierende Bedingungen angewendet 
wurden, mussen spatestens unmittelbar vor der Zugabe der RNA-Poly- 
merase zur Synthase der primaren replikativen RNA, wie in Fig. 8 
beschrieben, wieder Reaktionsbedingungen hergestellt werden, weiche 
die Stabilitat der RNA in den folgenden Reaktionen garantieren. 
Die in Reaktion (8) durch die RNA-Polymerase synthetisierte primare 
replikative RNA (9) wird in Schritt 2 im entsprechenden RNA-Repli- 
kationssystem amplif iziert und anschliessend in Schritt 3 nit 
geeigneten Methoden nachgewiesen . 

Fiir alle Varianten, die eine Reportersonde verwenden, gilt, 
dass die auf der Template-Nukleinsaure (1), dem RT-Primer (Rl) (2a) 
(2b) und der Reportersonde (6) als fakultativ benannten funktionel- 
len Sequenzen einzeln oder in den verschiedenen moglichen Kombina- 
tionen entf alien konnen . 

Aufbau des PERT Assay bei Verwenduhg eines auf replikativer DNA 
beruhenden Amplif ikationsverfalirens 

Bei diesen PERT-Varianten erfolgt der Nachweis der RT-Aktivitat im 
Untersuchungsmaterial dadurch, dass von der cDNA abgeleitete 
mindestens teilweise doppelstrangige DNAs oder Telle der cDNA-Temp- 
late-Duplex mit Hilfe eines in vitro DNA-Replikationssystems ver- 
mehrt und anschliessend nachgewiesen wird. Ein Beispiel fiir ein 
derartiges Replikationssystem ist das des Bacteriophagen <I>29, 
welches die Proteine p2 (eine' DNA-Replicase) und p3 (das sog. 
terminale Protein), dNTPs und ein geeignetes Puffersystem umf asst . 
Die zu replizierende DNA weist an beiden Enden einen DNA-ori auf, 
eine im Minimum 12 Basenpaare lange, definierte und zumindest 
partiell doppelstrangige Sequenz. Das terminale Protein p2 bindet 
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in Anwesenheit von dATP kovalent an den DNA-ori, wodurch die 
DNA-Replicase die Replikation in einer protein-geprimten Reaktion 
beginnt und diese unter Verdrangung des nicht replizierten Strangs 
ausfiihrt. 

Fur die Amplif ikation konneri auch andere DNA-Replikations- 
systemer die nach analogen Prinzipien funktionieren, eingesetzt 
warden. So sollen als Beispiele, und in keiner Weise abschliessend, 
diejenigen der Bacteriophagen M29, Nf oder Cpl, sowie das der 
eukaryotischen Adenoviren genannt werden. 

Bei diesen PERT-Varianten wird durch die im Untersuchungsmate- 
rial vorhandene RT-Aktivitat auf grund einer geprimten Template-Nu- 
kieinsaure eine cDNA synthetisiert , Falls nicht anders vermerkt, 
wird als Template-Nukleinsaure bevorzugterweise eine reine RNA 
eingesetzt. Ausgehend von der cDNA wird sodann eine zumindest 
partiell doppelstrangige DNA aufgebaut, die mindestens an einem 
Ende mit einem DNA-ori, und am anderen Ende mit mindestens einer 
DNA-ori-Sequenz fur ein bestimmtes DNA-Replikationssystems versehen 
ist. Nach Zugabe dieser primaren replikativen DNA zum entsprechen- 
den Replikationssystem erfolgt durch vielfach wiederholte Replika- 
tion der DNA in Schritt 2 deren Amplif ikation . Im Schritt 3 wird 
die dsDNA nachgewiesen . In Fig. 18-20 sind Varianten dargestelit, 
die nach diesem Prinzip funktionieren . Wie bei den anderen Amplif i- 
kationsverf ahren besteht auch hier die Mogiichkeit, die in der 
RT-Reaktion (3) synthetisierte cDNA ausschliesslich' dazu zu 
verwenden, urn die Amplif ikation ausgehend von einer Reporter-DNA 
zu induzieren. Die Fig. 21 und 22 illustrieren diese Moglichkeit. 

Fig. 18 zeigt einen ersten moglichen Reaktionsablauf , bei welchem 
die notwendigen funktionellen Sequenzen zur spateren Inititation 
der DNA-Replikation ausschliesslich durch die Primer in die dsDNA 
eingebracht werden. 

Schritt 1 : Die vorgelegte Template-Nukleinsaure (1) besteht aus den 
folgenden funktionellen Sequenzen: Einer flankierenden Sequenz (la) 
am 5' -Ende, einer Hybridisierungssequenz (lb) , einer Spacer-Sequenz 
(Ic) , einer zweiten Hybridisierungssequenz (Id) fur das Annealing 
des RT-Primers, und einer flankierenden Sequenz (le) am 3' -Ende. 
(la) und (le) sind fakultativ, alle anderen Sequenzen sind notwen- 
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dig . 

Der RT-Primer (Rl) (2a) (2b) (2c) ist eine ssDNA, vorzugsweise 
ein Oligonukleotid. Er enthalt in (2a) eine DNA-ori (-) -Sequenz, 
daran anschliessend eine Spacer-Sequenz (2b) und am 3'-Ende eine 
Hybridisierungssequenz (2c) zur Hybridisierung an (Id) der Temp- 
late-Nukleinsaure (1). {2a) und (2c) sind notwendig, (2b) und (Rl) 
sind fakultativ. Die im auf gearbeiteten Untersuchungsmaterial ent- 
haltene RT-Aktivitat synthetisiert in Reaktion (3) eine cDNA (2) 
der Zusammensetzung (Rl) (2a) (2b) (2c) (2d) (2e) (2f ) . Fur das Funktio- 
nieren des PERT Assay mussen in der RT-Reaktion zumindest die 
funktionellen Sequenzen bis (2e) synthetisiert werden . 

Das aus Reaktion (3) hervorgehende Gemisch von Nukleinsauren, 
bestehend aus unreagierten Template-Primer-Kombinationen (1) // (Rl) - 
(2a) (2b) (2c) , freien Primer-Molekulen (Rl ) (2a) (2b) (2c) , nicht 
geprimten Template-Nukleinsaure-Molekulen (1) und cDNA-Template- 
Duplexmolekialen (l)//(2), wird in Reaktion (4) derart modifiziert, 
dass sichergestellt wird, dass keine dieser Komponenten in 
unerwunscher Weise mit dem optimalen Ablauf der nachf olgenden 
Reaktionen interf eriert . Insbesondere muss verhindert werden, dass 
die in grosser Menge vorhandene Template-Nukleinsaure (1) und/oder 
die Template-Primer-Kombinationen (l)//(Rl) (2a) (2b) (2c) mit der 
Hybridisierung (5) des zweiten Oligonukleotidprimers (R2) (6a) {6b) 
(6c) an die cDNA (2) kompetitiert . Dies fuhrt zu einer verminderten 
Sensitivitat des Nachweises Oder gar zu falsch negativen Resulta- 
ten. 

Es ist daher notig, in Reaktion (4) die vorhandene Template- 
Nukleinsaure, die RNA (1), als relevanten Teilnehmer an der 
Annealingreaktion (5) zu eliminieren. Falls keine maximale 
Sensitivitat erreicht werden muss, kann auch auf die Entfernung 
der Template-Nukleinsaure aus dem Reaktionsgemisch verzichtet 
werden , 

In Reaktion (5) erfolgt das Annealing eines zweiten ssDNA-Pri- 
mers, vorzugsweise eines Oligonukleotids . Dieser Primer enthalt 
als notwendige Sequenzen am 5'-Ende eine DNA-ori (-) -Sequenz (6a) 
und am 3'-Ende eine Hybridisierungssequenz (6c) zur Hybridisierung 
an (2e) der cDNA (2) . Fakultativ sind die Spacer-Sequenz (6b) sowie 
die funktionelle Gruppe (R2) . In Reaktion (7) wird durch Wirkung 
einer DNA-abhangigen DNA-Polymerase und unter Verwendung von dNTPs 
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eine partieii doppeistrangige DNA, bestehend aus den Strangen (2) 
und (6) synthetisiert - 

Schritt 2 : Die partieii doppelstrangige DNA' (2)// (6), welche an 
beiden Enden eine DNA-ori-Sequenz tragt, ist die primare replikati- 
ve DNA und wird in das entsprechende Amplif ikationssystem eingege- 
ben. Durch die Einwirkung der DNA-Replicase (8) des Replikations- 
systems entsteht durch Replikation, ausgehend von dem aktiven 
doppelstrangigen DNA-ori (2a) // (6g) , das vollstandig doppelstrangi- 
ge DNA-Produkt (R2) (S)//(2) ; infolge der Strangtrennungsakcivitat 
der DNA-Replicase wird dabei die (Rl) tragende cDNA (2) freige^ 
setzt. Das doppelstrangige DNA^Produkt (R2)(6)//(2) mit den zwei 
aktiven DNA-ori, C2a)//{6g) und (6a)//C6a'}, wird in der Folge 
durch vielfach wiederholte Replikation (8) amplif iziert . 

Schritt 3: Als Produkt der Amplif ikationsreaktion entsteht eine 
dsDNA (6)// (2), die mit geeigneten Methoden nachgewiesen wird. 

Modif ikationen : 

Die als nicht notwendig bezeichneten f unktionellen Sequenzen und 
funktionellen Gruppen von Template-Nukleinsaure (1) und Oligonu- 
kleotidprimern (Rl) (2a) (2b) (2c) und (R2) (6a) (6b) (6c) konnen einzeln 
Oder in den verschiedenen moglichen Kombinationen entf alien. 

Abweichend vom Prinzip einer unterschiedlichen Basen-Sequenz 
in jeder funktionellen Sequenz ist es.moglich, die f lankierenden 
Sequenzen (la) und (le) sowie die Spacer-Sequenz (Ic) der Template- 
Nukleinsaure (1), und die Spacer-Sequenzen (2b) und (6b) der Primer 
einzeln oder in Kombination identisch zu gestalten, unter der 
Voraussetzung, dass dies mit dem Ablauf des Tests in keiner Art 
und Weise interf eriere . Ebenso konnen die Hybridisierungssequenzen 
(2c) und (6c) der Oligonukleot id-Primer (und folglich auch die 
Hybridisierungssequenzen (lb) und (Id) der Template-Nukleinsaure) 
eine identische, jedoch von den f lankierenden und Spacer-Sequenzen 
unterschiedliche DNA-Sequenz aufweisen. 

Fig, 19 zeigt einen Reaktionsablauf , bei dem die zur spateren DNA- 
Replikation notwendigen DNA-ori-Sequenzen schon vollstandig in der 
Template-Nukleinsaure kodiert vorliegen. 
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Schritt 1 : Die vorgelegte Template-Nukieinsaure (1) besteht aus den 
folgenden f unktionellen Sequenzen: Einer Hybridisierungssequenz 
(la) am S'-Ende, einer Spacer-Sequenz (lb), einer Hybridisierungs- 
sequenz (ic) fur das Annealing des RT-Primers und einer flankieren- 
den Sequenz (Id) am 3'-Ende, Die beiden Hybridisierungssequenzen 
(la) und (Ic) kodieren zudem die zwei DNA-ori-Sequenzen fur die 
DNA-Repiikation wie f olgt : (la) enthalt eine DNA-ori (-) -Sequenz an 
ihrem 5'-Ende, Hybridisierungssequenz (Id) eine DNA-ori (+) -Sequenz 
am 3'-Ende. Die flankierende Sequenz (Id) ist fakultativ, alle 
anderen Sequenzen sind notwendig. 

Der RT-Primer (Rl) (2a) ist ein DNA-Oligonukleot id . Dieses 
enthalt eine notwendige Hybridisierungssequenz (2a), die gleichzei- 
cig eine DNA-ori (-) -Sequenz ist und zur Hybridisierung an (Id) der 
Template-Nukieinsaure (1) dient . (Rl) ist fakultativ. 

Die im auf gearbeiteten Untersuchungsmaterial enthaltene 
RT-Aktivitat synthetisiert in Reaktion (3) eine cDNA (2) der 
Zusammensetzung (Rl) (2a) (2b) (2c) . Fur das Funktionieren des PERT 
Assay miissen in der RT-Reaktion (3) zumindsst die f unktionellen 
Sequenzen bis (2c) synthetisiert werden. 

Aus den gleichen Grunden wie in Fig. 18 ist es notig, in 
Reaktion (4) die vorhandene Template-Nukieinsaure, die RNA (1), als 
relevanten Teilnehmer an der Annealingreaktion (5) , wie zuvor 
beschrieben, zu eliminieren. Falls keine maximale Sensitivitat 
erreicht werden muss, kann unter Umstanden auch auf die Entfernung 
der Template-Nukieinsaure aus dem Reaktionsgemisch verzichtet 
werden. In Reaktion (5) erf olgt sodann das Annealing eines zweiten 
DNA-Oligonukleotidprimers . Dieser Primer enthalt die notwendige 
Hybridisierungssequenz (6a) zur Hybridisierung an (2c) der cDNA 
(2); (6a) ist gleichzeitig eine DNA-ori (-) -Sequenz . (R2) ist 
fakultativ. Durch das Annealing des Oligonukleotids (6a) entsteht 
eine primare replikative DNA mit einem aktiven DNA-ori (2c) //(6a) . 
Diese stellt die zu vermehrende Nukleinsaure dar. 

Schritt 2: Die partiell doppelstrangige DNA (Rl) (2) // (6a) , weiche 
an beiden Enden eine DNA-ori-Sequenz tragt, wird in das entspre- 
chende Amplif ikationssystem eingegeben. Durch die Einwirkung der 
DNA-Replicase (8) des Replikat ionssytems entsteht zuerst die 
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vollstandig doppelstrangige DMA (Rl) (2)// (6) . Die doppelstrangige, 
(Rl) tragende DNA (2)// (6) mit den zwei aktiven DNA-ori (2a) //(6c)' 
und {6a)//(2c) wird in der Folge durch vielfach wiederholte 
Replikation (8) amplifiziert . 

Schritt_3: Als Produkt entsteht eine dsDNA (6)// (2), die mit 
geeigneten Methoden nachgewiesen wird. 

Modif ikationen : 

Die als nicht notwendig bezeichneten flankierende Sequenz (Id) der 
Template-Nukleinsaure (1) kann auch entf alien. 

Abweichend vom Prinzip einer unterschiedlichen Basen-Sequenz 
in jeder funktionellen Sequenz ist es moglich, die f lankierenden 
Sequenz (Id) und die Spacer-Sequenz (Ic) der Template-Nukleinsaure 
(1) identisch zu gestalten, unter der Voraussetzung, dass dies mit 
dem Ablauf des Tests in keiner Art und Weise interferiere . 

Die zwei Primer (Ri) (2a) und (6a) , die in der beschriebenen 
Variante die minimal notwendige DNA-ori (-) -Sequenz umfassen, konnen 
derart modif iziert werden, dass sie am 3'-Ende kiirzer sind als 
diese, Oder dass sie sich iiber das 3'-Ende dieser minimalen 
DNA-ori (-) -Sequenz hinaus erstrecken . 

Die cDNA (2) ist in dieser Variante ebenfalls eine replikative 
DNA, indem unter Bildung -einer "Stem-Loop" Struktur die beiden 
DNA-ori-Sequenzen (2c) und (2a) miteinander hybridisieren und einen 
funktionellen DNA-ori (2a)//(2c) bilden. Die Zugabe des Oligonu- 
kleotids (6a) kann deshalb auch entf alien. Allerdings wird dadurch 
die Effizienz der initialen DNA-Replikation reduziert . 

Fig. 20 illustriert eine Variante, bei der als Primer und zum 
Einfiihren der DNA-ori-Sequenzen Adaptoren anstelle von einzelstran- 
gigen Oligonukleotiden eingesetzt werden. 

Schritt_l: Die vorgelegte Template-Nukleinsaure (1) .besteht aus den 
folgenden funktionellen Sequenzen: Einer f lankierenden Sequenz (la) 
amS'-Ende, einer Hybridisierungssequenz (lb), einer Spacer-Sequenz ' 
(ic), einer zweiten Hybridisierungssequenz (Id) fiir das Annealing 
des RT-Primers (Rl) (2a) {2b) {2c) , und einer flankierenden Sequenz 
(le) am 3'-Ende. (la) ■ und (le) sind fakultativ, alle anderer 
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funktionelien Sequenzen sind notwendig. 

Der RT-Primer (Rl) {2a) (2b) (2c) // (6g) ist ein mehrteiliger 
Adaptor und besteht aus einem DNA-Oligonukleot id (Rl) (2a) (2b) (2c), 
das mit einem zweiten Oligonukleotid (6g), welches an (2a) anhyb- 
ridisiert ist, eine partiell doppelstrangige DNA bildet. Dieser 
Adaptor enthalt an seinem 3'-Ende die Hybridisierungssequenz (2c), 
die mit (Id) der Template-Nukleinsaure (1) hybridisiert ist. Daran 
anschliessend befindet sich eine Spacer-Sequenz (2b), gefolgt von 
einer DNA-ori(-)-Sequen2 (2a). Das Oligonukleotid (6g) enthalt die 
2u (2a) komplementare DNA-ori (+) -Sequenz . Die funktionelien Sequen- 
zen (2a) und (2c) sind notwendig, die restlichen sowie (Rl) sind 
f akultativ, 

Der zweite, an die Hybridisierungssequenz (lb) der Template- 
Nukleinsaure (1) anhybridisierte Adaptor (2e) (2f ) (2g) // (R2) (6a) 
besteht aus den DNA-Oligonukleotiden (2e) (2f) (2g) und (R2) (6a) , 
wobei das Oligonukleotid (2e) (2f) (2g) an seinem 5'-Ende phosphory- 
liert ist. {2e) enthalt die zur Hybridisierung an (lb) verwendete 
Hybridisierungssequenz; (2f) ist eine Spacer-Sequenz und (2g) eine 
DNA-ori (+) -Sequenz, welche gleichzeitig eine Hybridisierungssequenz 
ist. An (2g) ist das DNA-Oligonukleotid (6a) anhybridisiert , 
welches die zu (2g) komplementare DNA-ori (-) -Sequenz enthalt. Die 
Spacer-Sequenz (2f ) ist fakultativ, alle anderen Sequenzen sind fiir 
den Test notwendig. Als fakultatives Element kann das Oligonukleo- 
tid (6a) auch eine funktionelle Gruppe (R2) aufweisen. 

Die im auf gearbeiteten Untersuchungsmaterial enthaltene 
RT-Aktivitat synthetisiert in Reaktion (3) eine cDNA (2) der 
Zusammensetzung (Rl) (2a) (2b) (2c) (2d)//(6g), welche zusammen mit der 
Template-Nukleinsaure (1) in Form einer partiellen cDNA-Template- 
Duplex (2) //(I) vorliegt und vom 5'-Ende des an die Hybridisie- 
rungssequenz (lb) der Template-Nukleinsaure (1) hybridisierten 2. 
Adaptors (2e) (2f ) {2g) // (R2) (6a) nur durch ein Nick getrennt ist. 
In Reaktion (11) werden die zwei durch ein Nick voneinander 
getrennten DNA-Strange (2a) (2b) (2c) (2d) der cDNA und (2e) (2f ) (2g) 
des zweiten Adaptors mit Hilfe einer DNA-Ligase, die auch auf 
DNA-RNA-Heceroduplex-Substrat aktiv ist, z.B. T4-DNA-Ligase, zu 
einem zusammenhangenden DNA-Molekul (2a) (2b) {2c) (2d) (2e) (2f ) (2g) 
verbunden . 

In Reaktion (4) wird die vorhandene Template-Nukleinsaure, die 
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RNA (1), vor der nachf oigenden Ampiif ikationsrealction eiiminiert. 
Falls keine maximale Sensitivitat erreicht werden mussr kann unter 
Umstanden auch auf die Entfernung der RNA aus dem Reakt ionsgemisch 
verzichtet werden . 

Eine Entfernung der RNA ist-notig^ da in Schritt 2 infolge der 
Strangtrennungsaktivitat der im Replikationssytem vorliegenden 
DNA-abhangigen DNA-Polymerase einzelstrangige DNA-Molekiile (2a) (2b) 

(2c) {2d) {2e) (2f) (2g) entstehen, welche durch intramolekulare 
Hybridisierung der beiden kompiementaren DNA-ori-Sequenzen (2a) und 

(2g) einen funktionellen DNA-ori bilden, der vom Replikationssystem 
benutzt wird, um das einzelstrangige Molekiil (2) wieder in eine 
dsDNA (2)// (6) uberzufuhren . Da die Template-Nukleinsaure (1) in 
grosser Menge im Reaktionsgemisch vorliegt, kann sie mit dem 
teilweise kompiementaren ssDNA-Molekul (2) hybridisieren und die 
fiir die effiziente Amplif ikation notwendige intramolekulare Bildung 
eines funktionellen DNA-ori beeintrachtigen . 

Schritt 2: Die DNA (6g)//(Rl) (2a) (2b) {2c) (2d) (2e) (2f) (2g) // (R2) 
(6a), welche an beiden Enden eine doppeistrangige DNA-ori-Sequenz 
enthalt/ ansonsten jedoch einzelstrangig ist, stellt die primare 
replikative DNA dar und wird in das entsprechende Amplif ikations- 
system eingegeben. Durch die Einwirkung der DNA-Replicase (8) des 
Replikationssystems entsteht die vollstandig doppelscrangige, (Rl) 
und (R2) tragende DNA (6)// (2). Diese enthalt die zwei aktiven 
DNA-ori (6a) //(2g) und (2a) //(6g) an ihren Enden und wird in der 
Folge durch vielfach wiederholte Replikation (8) amplif iziert . 

Schritt 3 : Als Produkt der Amplif ikationsreaktion entsteht eine 
dsDNA (6)// (2),. die mit geeigneten Methoden nachgewiesen wird. 

Modif ikationen : 

Alle als fakultativ bezeichneten funktionellen Sequenzen und 
funktionellen Gruppen der Template-Nukleinsaure (1) und der 
Adaptoren (Rl) (2a) (2b) (2c) // (6a) und (,2e) (2f ) (2g) // (R2) (6a) konnen 
einzeln oder in den verschiedenen moglichen Kombinationen entfal- 
len . 

Abweichend vom Prinzip einer unterschiedlichen Basen-Sequenz 
in jeder funktionellen Sequenz ist es moglichr die f lankierenden 
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Sequenzen (la) und (le) sowie die Spacer-Sequenz (Ic) der Template- 
Nukleinsaure (1), und die Spacer-Sequenzen (2b) und (2f) der Adap- 
toren einzeln oder in Kombination identisch zu gestalten, unter der 
Voraussetzung, dass sie mit dem Ablauf des Tests in keiner Art und 
Weise interferieren. 

Die Lange der beiden kurzeren Oligonukleotide (6a) und(6g) der 
zwei Adaptoren, in der illustrierten Variante als diejenige der 
DNA-ori-Sequenz definiert, kann an ihrem 3'-Ende auch kurzer oder 
langer sein als die minimale DNA-ori-Sequenz. 

Die Unterscheidung in Varianten mit einzelstrangigen Oligonu- 
kleotidprimern und mit Adaptoren ist nicht zwingend. Es ist 
durchaus moglich, sinnvolie Mischformen der in Fig. 18 bis 20 
dargestellten Varianten zu entwerfen. Ebenso ist die in den Fig. 
18 und 20 beschriebene ausschliessliche Zuordnung einer einzigen 
Funktion pro f unktioneller Sequenz fur den PERT Assay nicht 
zwingend. Eine Hybridisierungssequenz kann durchaus mit einer 
anderen funkt ionellen Sequenz iiberlappen, diese vollstandig in sich 
enthalten oder mit ihr identisch sein, wie in Fig. 19 fur die 
Hybridisierungs- und die DNA-ori {-) -und DNA-ori ( + ) -Sequenzen 
beschrieben . 

Wie erwahnt, ist die Verwendung einer Template-Nukleinsaure 
(1), die nebst der Template-RNA auch eine Template-DNA enthalt, in 
gewissen Konstellationen von Vorteil, indem die Synthese einer 
primaren replikativen DNA stark vereinfacht wird, Wenn beispiels- 
weise bei der in Fig. 19 gezeigten Template-Nukleinsaure (1) die 
DNA-ori (-) -Sequenz (la) in DNA anstelle von RJ^A vorgelegt wird, 
entsteht als Resultat der RT-Reaktion (3) eine primare replikative 
DNA mit einem aktiven DNA-ori {2c) //(la). Diese stellt die zu 
vermehrende Nukleinsaure dar und kann im entsprechenden Replika- 
tionssystem direkt vermehrt werden. 

Die in Fig. 21 und 22 beschriebenen Varianten beniitzen als 
Template-Nukleinsaure wiederum bevorzugterweise eine reine RNA. Sie 
verwenden die durch die RT-Aktivitat synthetisierte cDNA nur zur 
spezifischen Anhybridisierung einer teilweise komplementaren 
Reportersonde, welche entweder selbst in Schritt 2 ampiifiziert 
wird (Fig, 21), oder welche als Ziel-DNA, deren Anwesenheit 
anschliessend nachgewiesen wird, fungiert (Fig. 22). 
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Fig. 21 beschreibt einen Reaktionabiauf , bei dem als Reportersonde 
eine primare replikative DNA verwendeti wird, welche in Schritt 2 
direkt das Substrat fiir die Amplif ikationsreaktion bildet, 

Schritt 1: Sowohl die notwendigen. und entbehriichen funktionellen 
Sequenzen von Template-Nukleinsaure (1) und RT-Primer (Rl) (2a) (2b) 
als auch die Moglichkeiten und Anf orderungen fur (Rl) sind 
identisch zu denjenigen in Fig, 3. im iibrigen gilt die Anforderung, 
dass die zur Hybridisierungsequenz (2d) der cDNA als einzige und 
ausschliesslich mit der zur spezifischen Hybridrsierung bestimmten 
Sequenz der als Reportersonde eingesetzten DNA reagiert* 

Das aus der RT-Reaktion (3) hervorgehende Gemisch von 
Nukleinsauren wird in Reaktion (4) derart modif iziert , dass 
sichergestellt warden kann, dass keine Nukleinsaure in der 
Hybridisierungsreaktion (5) der Reportersonde (6) mit der cDNA (2) 
als spezifischer Kompetitor auftreten kann und dadurch zu einer 
verminderten Sensitivitat des Nachweises Oder gar zu falsch 
negativen Resultaten fuhrt. In Reaktion (4) wird die Template-Nu- 
kleinsaure CD deshalb mit einer der genannten Methoden eliminiert. 
An die cDNA (2) wird zunachst in Reaktion (5a) als Reportersonde 
(6) //(9a) eine primare replikative DNA anhybridisiert , Diese 
Reportersonde (6) //(9a)" enthalt die folgenden funktionellen 
Sequenzen: (6a) ist eine DNA-ori (-) -Sequenz; (6b) bezeichnet 
diejenige Spacer-Sequenz, die (6a) von der zur spezifischen 
Hybridisierung an (2d) der cDNA eingesetzten Hybridisierungssequenz 
(6c) trennt; (6d) ist eine weitere Spacer-Sequenz und (6e) , am 
3'-Ende gelegen, eine DNA-ori (+) -Sequenz . (9a) ist ein mit (6e) 
hybridisiertes DNA-Oligonukleotid, welches aus einer Hybridi- 
sierungssequenz besteht, die gleichzeitig eine DNA-ori (-) -Sequenz 
ist. Die beiden Spacer-Sequenzen (6b) und (6d) sind fakultativ, 
alle anderen Sequenzen sind fiir das Funktionieren des PERT Assay 
notwendig. 

Nach dem Annealing der Reportersonde (60 //(9a) an die cDNA (2) 
wird nichtgebundene . Reportersonde unter nichtdenaturierenden 
Bedingungen vollstandig aus dem Reaktionsgemisch entfernt,. wie in. 
Fig. 3 beschrieben. 

Schritt 2: Die Kombination von cDNA (2) mit der anhybridisierten 
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Reportersonde (Rl) (2) // (6) // (9a) , snellt das Substrat fur die 
Replikation in Schritt 2 dar, wobei die Reportersonde (6) //(9a) die 
2U vermehrende Nukleinsaure ist . Durch die Einwirkung der DNA-Re- 
plicase (8) des Replikationssytems entsteht die vollstandig 
doppelstrangige DNA (6)// (9), und infolge der Strangtrennungsak- 
tivitat der DNA-Replicase wird die cDNA (Rl) (2) freigesetzt. Die 
dsDNA (6)// (9) wird in der Folge durch vielfache wiederholte 
Replikation (8) amplif iziert . 

Schritt 3: Das haupt sachliche Produkt der Ajnplif ikation ist die 
dsDNA (6)// (9), die mit geeigneten Menhoden nachgewiesen wird. 

Modif ikationen : 

Die als fakultativ benannten funktionellen Sequenzen und funktio- 
nellen Gruppen der Template-Nukleinsaure (1), des RT-Primers 
(Rl) (2a) (2b) und der Reportersonde (6) //{9a) konnen, einzeln oder 
in den verschiedenen moglichen Kombinationen, entf alien. 

Die Template-Nukleinsaure kann mehrere Hybridisierungssequen- 
zen (lb) fur Reportersonden und/oder mehrere Hybridisierungssequen- 
zen (Id) fur RT-Primer enthalten. 

Der Primer fur die RT-Reaktion kann sowohl eine DNA als auch 
eine RNA oder eine Kombination mit Anteilen beider sein sein. 

Das an die Reportersonde anhybridisierte Oligonukleotid (9a) 
kann in der Lange variieren. Es muss im Minimum die ersten 6 
Nukleotide der DNA-ori-Sequenz umfassen, kann jedoch auch an seinem 
3'-Ende langer sein, so dass es zusatzliche, zu (6d) komplementare 
Basen enthalt. Die Lange des Oligonukleotids (9a) muss so gewahlt 
werden, dass die Stabilitat der Bindung an die DNA (6) so gross 
ist, dass sie auch beim Wegwaschen der ungebundenen Reportersonde 
(6) //(9a) bestehen bleibt. 

Es ist auch moglich, als Reportersonde nur die DNA (6) an die 
cDNA 2u hybridisieren und eine primare replikative DNA herzustel- 
len, indem das Oligonukleotid (9a) erst nach .dem Wegwaschen unge- 
bundener DNA (6). in einer weiteren Annealingreaktion an die DNA (6) 
angelagert wird. 

Abweichend vom Prinzip einer einzigen Funktion in einer 
f unktionellen Sequenz ist es moglich, die DNA-ori-Sequenz (6a) in 
die zur Hybridisierung der Reportersonde (6) //(9a) an die cDNA (2) 
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verwendete Hybridisierungssequenz teilweise Oder auch vollstandig 
einzubeziehen. Die entsprechenden Spacer-Sequenz (6b) entfailt 
dann. Die Anwesenheit mindestens einer Spacer-Sequenz auf der 
Reportersonde wird dann allerdings notwendig. 

Abweichend vom Pirinzip einer unterschiedlichen Basensequenz 
in jeder funktionellen Sequenz ist es moglich, die f iankierenden 
und die Spacer-Sequenzen von Tempiate-Nukleinsaure (1) , des Primers 
(Ri) (2a) (2b) sowie der Reportersonde (6) //(9a), einzein Oder in 
jeder moglichen Kombination identisch zu gestalten, unter der 
Voraussetzung, dass dies mit dem Ablauf des Testis in keiner Art und 
Weise interf eriert . 

Fig. 22 zeigt eine Variante, welche zur Hybridisierung an die cDKA 
eine DNA-Reportersonde verwendet, von weicher ausgehend eine pri- 
mare replikative DNA synthesisiert wird, 

Schritt 1 : Sowohl die notwendigen und entbehrlichen funktionellen 
Sequenzen von Tempiate-Nukleinsaure (1) und RT-Primer (Rl) (2a) (2b) 
als auch die Moglichkeiten und Anf orderungen . f ur (Rl) sind iden- 
tisch zu denjenigen in Fig, 3. 

Aus den gleichen Griinden wie in Fig. 18 beschrieben wird 
zunachst in Reaktion (4) die Tempiate-Nukleinsaure, die RNA (1), 
mit einer der genannten Methoden eliminiert. An die cDNA (2) wird 
sodann in Reaktion (5) als Reportersonde eine partiell doppelstran- 
gige DNA {6a) (6b) (6c) (6d) (6e) // (9c) (9b) (9a) anhybridisiert . Die 
Reportersonde enthalt die folgenden funktionellen Sequenzen: (6a) 
ist eine DNA-ori (-) -Sequenz/ (6b) ist eine Spacer-Sequenz; (6c) ist 
die Hybridisierungssequenz fiir die spezifische Hybridisierung an 
die cDNA; (6d) ist eine weitere Spacer-Sequenz; und {6e) ist die 
Hybridisierungssequenz zur Hybridisierung der DNA (6a) (6b) (6c) (6d) 
(6e) mit der DNA (9c) (9b) (9a) . (9c) ist die Hybridisierungssequenz 
fur die Hybridisierung mit (6e); (9b) ist ein Spacer-Sequenz und 
(9a) eine DNA-ori (-) -Sequenz , Die Spacer-Sequenzen (6b), (6d) und 
(9b) sind fakultativ, Alle anderen funktionellen Sequenzen sind fur 
das Funktionieren des PERT Assay notwendig, 

Spatestens nach dem Annealing dieser Reportersonde an die 
CDNA (2) wird diese mittels der funktionellen Gruppe (Rl) an einen 
Carrier gebunden und nichtgebundene Reportersonde unter nichtdena- 
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turierenden Bedingungen voilsrandig aus dem Reakt ionsgemisch 
entf ernt . 

Schritt 2 : Die Kombination von cDNA mit der anhybridisierten 
Reportersonde (Rl) (2) //(6a) (6b) (6c) (6d) (6e)//(9c) (9b) (9a) stellt 
das Substrat fur die DNA-Replicase in Schritt 2 dar . Durch die 
Einwirkung der DNA-Replicase (8) des Replikationssytems entsteht 
zuerst eine vollstandig doppelstrangige replikative DNA (6)// (9), 
und infolge der Strangtrennungsaktivitat der DNA-Replicase wird die 
cDNA (Rl) (2) freigesetzt. Die dsDNA (6)// (9) wird in der Folge 
durch vielfache wiederholte Replikation (8) amplif iziert . 

Schritt 3: Das dsDNA-Produkt der Amplif ikation wird mit geeigneten 
Methoden nachgewiesen . 

Modif ikat ionen : 

Alle als fakultativ benannten Elemente der Template-Nukleinsaure 
(1), des RT-Primers (Rl) (2a) (2b) und der Reportersonde (6a) (6b) 
(6c) (6d) (6e)//(9c) (9b) (9a) konnen, einzeln oder in den verschiede- 
nen moglichen Kombinationen, entf alien. Der fur die RT-Reaktion 
eingesetzte Primer kann sowohl DNA als auch RNA sein. 

Abweichend vom Prinzip einer einzigen Funktion in einer 
f unktionellen Sequenz ist es moglich, die zur Hybridisierung der 
Reportersonde (6a) (6b) (6c) (6d) (6e) // (9c) (9b) (9a) an die cDNA (2) 
verwendete Hybridisierungssequenz (6c) mit der DNA-ori (-) -Sequenz 
(6a) teilweise Oder vollstandig uberlappend, oder auch identisch 
zu gestalten. Die entsprechende Spacer-Sequenz zwischen der Hybri- 
disierungssequenz (6c) und der DNA-ori (-) -Sequenz entfallt dann. 

Abweichend vom Prinzip einer unterschiedlichen Sequenz in 
jeder f unktionellen Sequenz ist es moglich, die f lankierenden und 
die Spacer-Sequenzen der Template-Nukleinsaure (1) , des Primers 
(Rl) (2a) (2b) sowie der Reportersonde (6a) (6b) (6c) (6d) (6e) // (9c) 
(9b) (9a), einzeln oder in jeder moglichen Kombination identisch zu 
gestalten, unter der Voraussetzung, dass dies mit dem Ablauf des 
Tests in keiner einer Art und Weise interf eriere . 

Die Herstellung der primaren replikativen DNA kann bereits in 
Schritt 1 durch eine DNA-Polymerase erfolgen, anstatt in Schritt 
2 durch die DNA-Replicase. 
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Aufbau des PERT bei Verwendimg der "Amplification Method for 
Polynucleotide Assays" (PS-US 4994368) in Schritt 2 

Fig. 23 zeigt: den Reaktionsablauf des PERT Assay, wenn in Schritt 
2 zur Ampiif ikation das in PS--US 4 994348 beschriebene Verfahren 
eingesetzt wird. 

Schritt: 1 : Vorgelegt wird eine Template-NukleinsaureA welche bevor- 
zugterweise eine reine RNA ist und die funktionellen Sequenzen 
(la) (lb) (Ic) (Id) enthalt, (la) ist eine notwendige Hybridisierungs- 
sequenz die nicht aus DNA bestehen darf. Die davon abgeleitete 
Sequenz (2d) dient der Bindung der Reportersonde in Reaktion (5a) . 
(Ic) ist. ebenfalls eine notwendige Hybridisierungssequenz und dient 
der Bindung des RT-Primers (Rl) (2a) (2b) . (lb) ist eine Spacer-Se- 
quenz und (Id) ist eine flankierende Sequenz. Diese letzten beiden 
sind fakultativ. 

Der RT-Primer (Rl) (2a) (2b) ist eine einzelstrangige Nuklein- 
saure, vorzugsweise ein DNA- Oder RNA-Oligonukleotid, und besteht 
aus der fakultativen funktionelien Gruppe (Rl) , der ebenfalls 
entbehrlichen f lankierenden Sequenz C2a) sowie der zur Hybridisie- 
rung an (Ic) der Template-Nukleinsaure (1) verwendeten notwendigen 
Hybridisierungssequenz (2b) . 

Bei Anwesenheit von RT-Aktivitat im auf gearbeiteten Untersu- 
chungsmateriai wird in Reaktion (3) unter Einbau der benotigten 
dNTPs eine cDNA (2) synthetisiert . Fur das Funktionieren des PERT 
Assay miissen alle funktionelien Sequenzen bis (2d) in der cDNA 
vorhanden sein . 

Mit Ausnahme der zu (la) komplementaren Hybridisierungssequenz 
(2d) der cDNA gilt fiir alle funktionelien Sequenzen der Template- 
Nukleinsaure (1) und des RT-Primers (Rl) (2a) (2b) sowie alle davon 
abgeleiteten Sequenzen die Anforderung, dass sie keine spezifische 
Interaktion mit der Reportersonde eingehen diirfen. Die Hybridisie- 
rungssequenz (2d) ist die einzige, die diese Bindung eingehen kann. 

Das aus Reaktion (3) hervorgehende Gemisch von Nukleinsauren^ 
bestehend aus unreagierten Template-Primer-Kombinationen' (1)//{R1)- 
(2a) (2b) , freien Primermolekiilen (Rl) (2a) (2b), nicht geprimten 
Template-Nukleinsaure-Molekiilen (1) und cDNA-Template-Duplexmole- 
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kulen (l)//(2), wird in Reaktion (4) derart modifiziert, dass 
sichergestellt warden kann, dass keine dieser Komponenten, insbe- 
sondere die Template-Nukleinsaure (1) oder die Template-Primer- 
Kombinationen (1) // (Rl) (2a) (2b) , in den foigenden Reaktionen als 
spezifischer Kompetitor fiir die Reportersonde (6) auftreten und 
dadurch zu f alsch-negativen Resultaten fuhren kann. 

In Reaktion (4) wird deshalb die vorhandene Template-Nuklein- 
saure, die RNA (1), als relevanter Teilnehmer an der Annealing- 
reaktion (5a), wie vorgangig beschrieben, eliminiert. Falls keine 
maximale Sensitivitat erreicht werden muss, kann unter Umstanden 
auf die Entfernung der Template-Nukleinsaure aus dem Reaktionsge- 
misch verzichtet werden. 

Schritt 2: Die in Schritt 2 eingesetzte DNA-Reportersonde (6) sowie 
die einzelnen Reaktionsschritte zur Amplif ikation entsprechen dem 
in PS-US 4994368 offenbarten Verfahren: An die Hybridisierungsse- 
quenz (2d) der cDNA (2) wird zunachst in Reaktion (5a) eine 
einzelstrangige DNA-Reportersonde (6) anhybridisiert , welche aus 
den funktionellen Sequenzen (6a) (6b) (6c) (6d) (6e) besteht, wobei 
(6b) mehrere Male hintereinander in gleicher Orientierung wieder- 
holt ist. (6d) ist die notwendige Hybridisierungssequenz, die 
spezifisch mit der in der RT-Reaktion (3) synthet isierten Hybridi- 
sierungssequenz (2d) der cDNA (2) hybridisiert . Alle anderen 
funktionellen Sequenzen der Reportersonde (6) durfen nicht mit der 
CDNA (2) hybridisieren oder Sequenzident it at mit Teilen von ihr 
aufweisen. Die mehrfach wiederholte Sequenz (6b) ist ebenfalls 
notwendig. Sie stellt in ihrer doppelstrangigen Form (6b) //(2f) die 
2u vermehrende Nukleinsaure sowie das Amplif ikationsprodukt dar . 
Jewells am Uebergang zur benachbarten funktionellen Sequenz weist 
sie eine Erkennungssequenz einer bestimmten Restriktionsendonuklea- 
se auf (mit Pfeilen markiert) . (6c) ist eine fakultative Spacer-Se- 
quenz, und (6a) und (6e) sind fakultative flankierende Sequenzen. 
Die funktionelle Gruppe (R2) ist fakultativ. 

Nach der Hybridisierung (5a) der Reportersonde (6) wird in 
einer Reaktion (7), ausgehend von dem nun als Primer fur diese 
Reaktion dienenenden 3'-Ende der in Reaktion (3) synthetisierten 
CDNA (2), mit Hilfe einer DNA-abhangigen DNA-Polymerase (z.B. 
Klenow-Fragment von E.coli DNA Polymerase I) und unter Einbezug von 
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dNTPs die zu den funktionellen Sequenzen (6c) (6b) (6a) komplementare 
DNA (2e} (2f) (2g) synthetisiert , Die dadurch entstandene dsDNA wird 
anschliessend mit der fiir die Verbindungsregionen spezifischen 
Restriktionsendonulclease geschnitten (8), wodurch jeweiis mehrere 
Molekiile des doppelstrangigen Fragments (6b) //■(2f) entstehen. In 
der Folge wird durch vielfache Wiederhoiung des Reaktionszyklus 
bestehend aus Hybridisierung (Sa) , DNA-Synthese (7) und Verdauung 
mit Restriktionsendonuklease (8) eine grosse Menge des doppelstran- 
gigen Fragments (6b) //(2f) hergestellt, 

Schritt 3: Das doppelstrangige Produkt (6b) //(2f) wird mit 
geeigneten Methoden nachgewiesen . 

Modif ikationen : 

Die als fakuitativ benannten funktionellen Sequenzen und funktio- 
nellen Gruppen von Template-Nukleinsaure (1) , RT-Primer (Rl) (2a) 
(2b) und Reportersonde (6) konnen, einzeln Oder in den verschiede- 
nen moglichen Kombinationen, entf alien. Die Moglichkeit des Ein- 
satzes einer Reportersonde mit f lankierenden Sequenzen erlaubt 
jedoch die Verwendung sowohl von linearen als auch von zirkularen 
Molekiilen als Reporter-DNA. 

Abweichend vom Prinzip einer einzigen Funktion in einer 
funktionellen Sequenz kann die von (la) der Template-Nukleinsaure 
(1) abgeleitete Hybridisierungssequenz (2d) nicht nur die Hybridi- 
sierung an die Reportersonde ubernehmen, sondern gleichzeitig die 
zu (6b) komplementare Sequenz enthalten und somit in Schritt 2 in 
das spezifische Amplif ikationsprodukt eingehen. Die Spacer-Sequenz 
(6c) der Reportersonde sowie die davon abgeleitete Sequenz (2e) 
entf alien dann. Ausser einer vollstandigen Identitat dieser zwei 
Funktionen sind auch partielle Ueberlappung dieser beiden Sequenzen 
Oder auch die vollstandige Integration der kiirzeren der beiden 
Sequenzen in der langeren anderen mdglich. 

Abweichend von der Norm konnen die f lankierende Sequenzen 
sowie die Spacer-Sequenzen der Template-Nukleinsaure (1) und der 
Reportersonde (6) paarweise oder in den moglichen' Kombinationen 
identisch sein, 

Damit diese PERT-Variante funktioniert , muss die zur Hybridi- 
sierung und zum Priming verwendete Hybridisierungssequenz (2d) der 
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cDNA am 3'-Ende derseiben liegen. In Fig. 23 wird dies dadurch 
erreicht, dass die zu (2d) komplemencare Hybridisierungssequenz 
(la) der Tempiate-Nukleinsaure (1) am 5'-Ende liegt. Es ist jedoch 
auch moglich, die Tempiate-Nukleinsaure (1) um eine Sequenz am 
5'-Ende zu verlangern und die Hybridisierungsequenz innerhalb der 
cDNA zu plazieren- Dazu muss die Tempiate-Nukleinsaure (l) 'am Ende 
der zur Hybridisierung verwendeten f unktionellen Sequenz (2d) die 
Erkennungssequenz einer Restriktionsendonuklease aufweisen. Durch 
Anhybridisierung eines komplementaren DNA-Oligonukleotids und 
anschliessender Verdauung mit der entsprechenden Restriktionsendo- 
nuklease bildet die Hybridierungssequenz das 3' -Ende der cDNA (2) . 
Die das 3' -Ende bildende Sequenz der cDNA kann auch so gewahlt 
werden, dass sie, nach der Entfernung der Tempiate-Nukleinsaure 
(1), eine Stem-Loop-Struktur einnimmt, in deren Stem die Erken- 
nungssequenz einer Restriktionsendonuklease ist, Durch Verdauung 
mit dem entsprechenden Enzym entsteht ein 3' -Ende, das nach 
Hybridisierung zum Priming von Reaktion' (7) verwendet werden kann. 

AnalysGverfahren zxam Nachweis des Reaktionsprodukts (Schritt 3) 

Nach Abschluss von Schritt 2 des PERT Assay liegt bei der PGR, der 
LCR und den auf replikativer DNA basierenden Amplif ikationsverf ah- 
ren eine dsDNA zur weiteren Analyse vor , Bei den auf einem 
Transcriptionsverfahren sowie bei dem auf replikativer RNA 
basierenden Amplif ikationsverf ahren ist es zur Hauptsache einzel- 
strangige RNA (ssRNA) , die im Analyseschritt nachgewiesen wird. 
Welches Verfahren dabei gewahlt wird, ist von verschiedenen 
Faktoren abhangig, z.B. von der Verf ahrensvariante, die gewahlt 
wird, der Ausriistung, der verfugbaren Arbeitskraft etc. Es ist 
daher weder moglich, noch notwendig, fiir jede Variante von PERT 
Assays alle in Frage kommenden Analyseverf ahren aufzulisten. Es 
bleibt stattdessen dem Fachmann uberlassen, das fur die jeweiligen 
Verhaltnisse optimale Analyseverf ahren auszuwahlen. 

Im Sinne einer illustrati ven, nicht aber vollstandigen 
Darstellung des weiten Feldes von Techniken, die fiir den Nachweis 
eines Amplif ikationsprodukts aus Schritt 2 zur Verfugung stehen, 
seien die folgenden Moglichkeiten erwahnt : 

a) Nachweis der DNA-, resp . RNA-Synthese in der Amplif ika- 
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b) Nachweis des ssKNA- resp. dsDNA-Amplif ikationsprodukts mittels 
chromatographischer Oder elektrophoretischer Analyse, 

c) Nachweis des ssRNA- reap. dsDNA-Amplif ikationsprodukts mittels 
Hybridisieriing mit spezifischen Sonden/ 

d) Nachweis mit Hilfe einer Kombination von Eiementen aus a)-c) / 

Fur diese Moglichkeiten stehen die folgenden methodischen Elemente 
zur Verfiigung: 
Electrophorese : 

- Geielectrophorese (nativ, denaturierend) : Agarose, Poly- 
acrylamid, andere Gelmaterialien 

- Kapillarelectrophorese 
Chromarographie : 

- HPLC 
Hybridisierung : 

- Hybridisierung in Losung 

- Hybridisierung auf Festphase: Membranen, Kugeln, Flatten 
Reagenzien zur Darstellung von DNA und/oder RNA allgemein: 

Fluoreszenzf arbstof f e : Ethidiumbromid, Acridinorange, 
Hoechst-Farbstof f e, etc . 
Reagenzien zur Markierung von Sonden: 

- Nukieotide zur Markierung von Sonden: 
radioaktiv: "'l, "^i, "p, ^^s, 'h, in dNTP und rNTP 

nicht radioaktiv: Biotin-dUTP, Biotin-UTP, DIG-dUTP, DIG-UTP 

- Reagenzien, die nicht Nukieotide sind, zur Markierung von 
Sonden : Photoreaktives Biotin, photoreaktives DIG, aminoreak- 
tives Biotin^ aminoreaktives DIG, sulfhydrylreaktives Biotin, 
sulfhydrylreaktives DIG, Fluoreszenzf arbstof fe (Rhodamin, 
FITC, etc.) 

Reagenzien zur Markierung der DNA/RNA wahrend der Synthese (in 
Schritt 2) : 

" Nukieotide zur Markierung wahrend der Synthese (Schritt 2) : 

radioaktiv: "^I, "^l, ^^P, "s, ^H, in dNTP und rNTP 

nicht radioaktiv: Biotin-dUTP, Biotin-UTP, . DIG-dUTP, DIG-UTP. 
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Ausfiihrungsbeispiel 1 

Fig. 24 illustriert die erhohte Sensitivitat des PERT Assay gegen- 
uber dem konventione.llen RT-Test . 

PERT Assay gemSss der in Fig. 2 beschriebenen Variants: 
Schritt 1 : RT-Reaktion: Als Template-Nukleinsaure fiir die RT-Reak- 
tion im PERT Assay diente die Genom-RNA des Bacteriophagen MS2 
(Boehringer Mannheim) . Als Primer A wurde ein synthetisch herge- 
stelltes Oligonukleotid mit der Basen-Sequenz 5' -d (CATAGGTCAAACCT- 
CCTAGGAATG)-3' verwendet . 2ur Herstellung der Template-Primer-Kom- 
bination wurde pro Reaktion 1 jig Template-Nukleinsaure (0.85 pmol) 
mit 220 ng Primer {27 pmol) in 4 m Wasser gemischt und anschlies- 
send 5 min bei 95 »C, 30 min bei 37 °c und 5 min bei 4 "C inku- 
biert. Die frisch hergestellte Template-Primer-Kombination wurde 
2u einer Losung mit Reaktionspuf f er, dNTPs, Dithiothreitol, 
RNase-Inhibitor, sowie bovinem Serum-Albumin pipettiert. Als RT 
diente ein rekombinantes Enzym des Moloney Murinen LeukMmie-virus 
(New England Biolabs) . Zuerst wurde eine zehnfache Verdiinnungsrei- 
he, von 10' bis 10"" Einheiten (U) , in einer Losung von 0.5 M KCl, 
17 mM Tris-Cl pH 7.5, 3.3 mM DTT, 0.3 % Triton X-100 und 33 % 
Glycerin hergestellt . Jewells 2.5 m dieser Losung, mit der 
entsprechenden Aktivitat, wurden dann zu einer Reakt ionslosung mit 
einem Gesamtvolumen von 25 m pipettiert- Die Reaktionsbedingungen 
waren f olgendermassen : 50 mM Tris-Cl pH 8.3; 50 mM KCl; 8 mM MgCl,; 
10 mM Dithiothreitol/ lU/nl RNase-Inhibitor (RNasin") 0.12 ng/m 
bovines Serum-Albumin; 0.032 % Triton X-100; und ImM je dATP, dCTP, 
dGTP, dTTP. Die Reaktion wurde wahrend 3 h bei 37 inkubiert . 

Im Anschluss an die RT-Reaktion wurde der RNase-Inhibitor 
durch Inkubation wahrend 7 min bei 95 "C inaktiviert . Zur Degradie- 
rung der Template-Nukleinsaure wurde anschliessend jede Reaktion 
mit 2.0 ng RNAse A (United States Biochemical) wahrend 30 min bei 
37 »c behandelt. 

Schritt 2 : Amplif ikation mittels PGR: Die Amplif ikation der in 
Schritt 1 synthetisierten, zu vermehrenden MS-2 cDNA erfolgte 
mittels PCR mit Primer A (siehe oben) sowie ei.nes Primers B mit der 
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Basen-Sequenz 5' -d (TCCTGCTCAACTTCCTGTCGAG) -3' . Fur diese Reaction 
warden jeweils 10 m (40 %) des mit RNAsa A behandelten Products 
der RT-Reaktion in einem Gesamtvolumen von 100 m eingesetzt und 
mit 100 jxl Mineralol iiberschichtet . Die Reaktionsbedingungen waren 
folgendermassen: 50 mM KCl; 14 mM Tris-Cl pH 8.3; 2.1 mM MgCl,; 
0.01 % Gelatine; 350 nM Primer A; 250 nM Primer B; 300 HM je dATP 
dCTP, dGTP, dTTP; und 2.5 U Taq Polymerase. Fur die Amplif ikation 
wurden 25 Zyklen mit je einem Denaturierungssegment von 94 «c 
wahrend 30 sec, einem Hybridisierungssegment von 55 -C wahrend 1 
min und 40 sec und einem Synthesesegment von 72 "C wahrend 1 min 
und 50 sec auf einem programmierbaren Thermoblock (Techne PHC-2) 
durchgef iihrt . 

Schritt_3: Analyse: Der Nachweis des Reaktionsprodukts erfolgte 
mittels Southern Blot-Hybridisierung. Dazu wurden 10 % der DMA aus 
jeder Amplif ikationsreaktion auf einem 1.5 % Agarose-Gel aufge- 
trennt und auf eine Nylonmembran transf eriert . . 2ur Hybridisierung 
wurde ein Oligonukleotid C der Basen-Sequenz 5' -d (TTAATGTCTTTAGC- 
GAGACGC)-3' verwendet, das am 5'-Ende mit einer "P-enthaltenden 
Phosphatgruppe markiert wurde. Die Quantif izierung der radioaktiven 
Signale erfolgte durch Messung der Cerenkov-Strahlung . 

Konvent:ioneller RT-Tesn : 

Die Pufferbedingungen beim konventionellen RT-Test entsprachen 
denjenigen des PERT Assay. Die angegebene Menge Enzym war jeweils 
in 10 ill enthalten, das Reaktionsvolumen betrug 100 nl. aIs 
Template-Primer-Kombination wurden 5 ^g poly (rA) . oligo (dT) (Pharma- 
cia) eingesetzt, und als Deoxribonukleotidmonomer diente 'H-markie- 
rtes Thymidin-Triphosphat. Die Inkubation bei 37 »C erfolgte 
wahrend 22 h. Die Analyse der in das Reaktionsprodukt inkorporier- 
ten Radioaktivitat erfolgte im Anschluss an eine Trichloressigsau- 
re-Prazipitation auf Nylonfilter mit einem Szintillationszahler . 

Fig. 24 zeigt die Signalintensitaten fiir beide Verf ahren in Abhan- 
gigkeit der verwendeten RT-Aktivitat, ausgedriickt in Prozent der 
maximalen Signalintensitat . Es ist klar ersichtlich, dass der 
PERT-Test bis weit unter die Detektionsgrenze (schraf f ierter 
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Bereich) des konventionellen RT-Tests inuner noch maximale Signal. n- 
tensit.t zeig. und dass die Dete.tionsgrenze des PERT A3sa/:i. 
10 U un, e.nen Faktor 10' tiefer liegt als diejenige des .onven- 
tionellen RT-Tests. 



Ausf uhrungsbeispiel 2 

Fig. 25 zeigt die Anwesenheit partikelassoziierten RT-Aktivitat 
Blutplasma von HIV-inf izierten Personen sowie im Kulturuberstand 
von HIV-inf izierten Zellen, 

Jeweils 1 ml Blutplasma, aus EDTA-antikoaguliertem Blut gewonnen, 
wurde 30 min bei 14' 000 x g zentrif ugiert und anschliessend durch 
0.2 Filter passiert. Anschliessend wurde das Volumen mit 

Phosphat-gepufferter isotonischer Salzlcsung (PBS, GIBCO) auf 2 25 
ml eingestellt und partikulares Material (Virusparti.kel , bei 82' 000 
X g w^hrend 2 h in der Ultrazentrif uge sediment iert . Das Pellet 
wurde in 40 m Puffer, bestehend aus SO mM KCl, 25 mM Tris-Cl pH 
7.5, 5 mM Dithiothreitol, 0.25 mM EDTA, 0.025 % Triton X-100 sowie 
50 % Glycerin resuspendiert . Anschliessend wurden mutmasslich 
vorhandene Viren durch Zugabe von 20 m einer Losung von 1.5 M KCl 
und 0.9 % Triton X-100 lysiert . 2.5 ;xl (4 %) dieses Lysats wurden 
aann m eine RT-Reaktion gegeben . 

Die Reaktionsbedingungen und die verwendete Template-Primer- 
Kombination fur die RT-Reaktion entsprachen denjenigen in Beispiel 
1. Dxe Reaktion erfolgte bei 37 wahrend 5 h. Anschliessend wurde 
der RNase-Inhibitor durch Hitzebehandlung bei 95 wahre.nd 7 min 
xnakti.viert. Die Hydrolyse der aus RNA-bestehenden Template-Nukle- 
annsaure erfolgte durch Inkubation mit 0.8 ng RNase A wahrend 30 
m.n bei 37 in ^er PCR-Reaktionsmischung, unmittelbar vor dem 
Begxnn der Amplif ikationsreaktion . Die Bedingungen von PCR-Reakt- 
xonslosung, Zykluszahl und Thermoprofil waren identisch mit denen 
in Ausfiihrungsbeispiel 1. Die Analyse der amplif izierten DN^ 
erfolgte mittels Southern Blot-Hybridisierung mit Oligonukleoitd 
C, w.e unter Ausf iihrungsbeispiel 1 beschrieben. Das Resultat wurde 
anschliessend autoradiographisch auf Rontgenfilm f estgehalten . 

Fig. 25 zeigt, dass im Plasma von funf gesunden Blucspendern 
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(Spur 1 bis 5) keine RT-Aktivitat feststellbar ist, wahrend sie in 
den Plasmen aller HIV-inf izierten (Spur 6 bis 10) eindeutig nach- 
gewiesen warden kann. Desgleichen Jcann in einem Kulturiiberstand 
von HIV-inf izierten Zellen (Spur 11 bis 13) bis zu einer Verdunnung 
von 1:1 Million eine RT-A3ctivitaf festgestellt werden. 

Anwendxing von PERT Assays 

Der PERT Assay ist ein ultrasensitiver Assay zum Nachweis von 
RT-A)ctivitat. Diese wiederum ist ein charakteristisches Merkmal fiir 
Retroelemente. Zu diesen gehoren nebst den Retroviren die retrovi- 
rusahnlichen Elemente (retrovirus-like elements) mit den Unterein- 
heiten Retrotransposons, Pararetroviren (Cauliitioviren und Hepadna- 
viren) und LINE (long interspersed nuclear elements) , andererseits 
die nicht-retrovirus-ahnlichen Elemente (non-retrovirus-like 
elements) wie mitochondriale Plasmide oder msDNA (mulitcopy single 
stranded DNA) [fiir eine kiirzliche Uebersicht iiber Retroelemente s. 
Ricchetti M. Bull Inst Pasteur 1991; 89:147-58]. Retroelemente um- 
fassen demnach ein weites Spektrum teilweise infektioser Agentien, 
die in der Humanmedizin, der VeterinSrmedizin oder in der Pflanzen- 
zucht eine Rolle spielen, indem sie schwere, teilweise todliche 
Krankheiten verursachen und, bei Tieren und Pflanzen, zu Minderer- 
tragen fiihren konnen. 

Die Erfindung beschreibt daher auch Verfahren zum ultrasensi- 
tiven Nachweis aller Retroviren sowie aller anderen Retroelemente, 
die aktive RT enthalten oder exprimieren. Naheliegenderweise werden 
PERT-Assays bei Mensch, Tier oder Pflanze fiir den Nachweis von 
solchen Retroelementen selbst oder fiir die Diagnostik von Krankhei- 
ten, die mit diesen assoziiert sind, eingesetzt. 

Beim Menschen gehoren zu diesen Retroelementen die gesicher- 
ten, humanpathogenen Onko-Retroviren Human T-Cell Leukemia Virus 
Typ 1 und Typ 2 (HTLV-1 bzw.. -2) sowie die mit AIDS und seinen 
Vorstufen assoziierten Human Immunodeficiency Viruses Typ l und Typ 
2 (HIV-1 bzw. -2) . Fur verschiedene weitere Erkrankungen wurde eine 
Assoziation mit Retroviren postuliert, so bei Multipler S)clerose, 
dem Kawasaki-Syndrom, dem Chronic Fatigue Syndrom, dem Sjogren 
Syndrom, Graves Disease, bei gewissen prolif erativen Erkrankungen 
des Bluts wie Polycythamie oder Thrombocythamie, gewissen cutanen 
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T-Zell-Lymphomen oder dem Mammakarzinom . Zur Gruppe der humanpacho- 
genen Pararetroviren gehort das Hepatitis B-Virus, welches mit 
akuten Oder chronischen Hepatitiden sowie Leberkrebs assoziiert 
ist - 

Bei den Tieren gehoren zu den Retroelementen zahlreiche 
Retroviren, darunter alle jene, die im Standardwerk RNA Tumor 
Viruses, 2. Auflage. R. Weiss, N. Teich, H. Varmus, J. Coffin, 
Hrsg. Cold Spring Harbor Laboratory 1984 und 1985 aufgefiihrt sind. 
Dazu gehoren beispielsweise Aviare Leukose- und Sarkomviren (ALV 
bzw. ASV) , murine Retoriviren (MLV/MSV/MMTV) , feline Leukamieviren 
(FeLV) , Equine Infectious Anemia Virus <EIAV) , Visna-Virus, 
Caprine Arthritis/Encephalitis Virus (CAEV) , Bovine Leukemia Virus 
(BLV) , Wie die Bezeichnungen verraten, verursachen viele dieser 
Viren maligne proliferative Erkrankungen, haufig des blutbildenden 
Oder lymphatischen Systems, Andere verursachen chronische Entzian- 
dungen und degenerative Erkrankungen des Nervensystems, der 
Gelenke, oder anderer Organe. Dazu kommen die in den letzten Jahren 
entdeckten verschiedenen Typen der Siminian Immunodeficiency 
Viruses {SIV) , der Feline Immunodeficiency Viruses (FIV) und der 
Bovine Immunodeficiency Viruses (BIV) . Zu den Pararetroviren 
gehoren die animalen Hepadnaviren mit dem Woodchuck Hepatitits 
Virus (WHV) , dem Ground Squirrel Hepatitis Virus und dem Duck 
Hepatitis B Virus (DHBV) . 

In der Gruppe der retrovirusahnlichen Elemente befinden sich 
neben den bereits erwahnten Pararetroviren, zu denen auch die 
Pflanzen befallenden Caulimoviren mit dem Vertreter Cauliflower 
Mosaic Virus gehoren, auch die Retrotransposons mit den vorzugs- 
weise transponierbaren Elementen von Drosophila spp., copia, gypsy, 
17.6, 297, 412, oder Saccharomyces cerevisiae sowie die LINE. Neben 
diesen retrovirus-ahnlichen Elementen existiert ferner die Gruppe 
der nicht-retrovirusahnlichen Elemente, welche die mitochondrialen 
Plasmide und die msDNA umfasst. 

Zu den Retroelementen gehoren ferner alle Agentien, die durch 
naturliche Rekombination aus den bereits existierenden Retroelemen- 
ten hervorgehen oder durch genetische Manipulationen erzeugt 
werden. Der Einsatz des PERT Assay zur Entdeckung und Charakteri- 
sierung weiterer Retroelemente ist naheliegend und fur die 
Forschung von grosster Bedeutung. 
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Ferner kann mit dem PERT Assay RT-Aktivitat in Assoziation rair 
prokaryotischen Zellen Oder Fragmenten davon, zellularen Oder 
subzellularen Elementen, Viren oder Partikeln jeglicher Art, d.h. 
RT-Aktivitat jeglichen Ursprungs, nachgewiesen werden. 

Der diagnostische Einsatz des PERT Assay kann in Form von 
Screening- oder Typisierungs-Assays, welch letztere auch die' 
Funktion von Bestatigungstests haben, erfolgen, Wichtig ist 
insbesondere das Screening von Blut- oder Organspendern . Hier ist 
von Bedeutung, dass mit einem einzigen Screening-Assay samtliche 
Retroelemente erfasst werden konnen, was gegeniiber einer Testung 
mit einer Reihe von typen- oder sequenzspezif ischen Tests wesent- 
lich einfacher und kostengunstiger ist. 

Wichtig ist auch die quantitative Anwendung des PERT Assay, 
die Auskunft gibt uber das Ausmass einer Infektion, d,h. den "Virus 
Load". In diesem Zusammenhang ist von Vorteil, dass der PERT Assay 
nur Elemente mit funktioneil aktiver RT-Aktivitat erfasst - 
RT-inaktive Elemente, die fiir die Uebertragung oder Propagierung 
einer Infektion irrelevant sind, werden nicht erfasst, 

Eine weitere wichtige Einsatzmoglichkeit ist das Screening 
biologischer Produkte, d.h. Produkten, die mindestens anteilsweise 
aus biologischen Materialien bestehen oder daraus hergestellt 
wurden und in der Human- oder Veterinarmedizin oder in der 
Pflanzenzucht zur Therapie, Prophylaxe oder zu anderen Zwecken 
eingesetzt werden. Als illustrative Beispiele, die in keiner Weise 
abschliessend sind, seien Seren, Plasmapraparate oder Plasmafrak- 
tionen, Gerinnungsf aktoren, Vakzinen, Zellextrakte, Hormonprapara- 
te, Zytokine sowie durch rekombinante Gentechnologie hergestellte 
Produkte genannt. Mit dem PERT Assay kann kontrolliert werden, dass 
uber diese Produkte keine infektiosen Retroelemente iibertragen 
werden. 

Biologische Produkte werden heute wo immer moglich durch 
chemische, enzymatische und/oder physikalische Massnahmen inakti- 
viert. Mit dem PERT Assay kann sehr sensitiv kontrolliert werden, 
ob die Inaktivierungsmassnahmen den gewunschten Erfolg haben. 

Medikamente, welche die RT hemmen, spielen eine wichtige Rolle 
in der Behandiung von . Inf ektionen mit Retroelementen und den durch 
sie verursachten Erkrankungen . Wie bei den Antibiotika entwickeln 
sich jedoch medikamentenresistente Virusvarianten . Bei HIV ist 
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gezeigt worden, dass nach zweijahriger Therapie mit dem RT-Henuner 
Azidothymidin (AZT) praktisch alle Patienten AZT-resistente 
Virusvarianten haben , Mit dem PERT Assay kann direkt ex vivo, d .h . 
anhand der Untersuchung von Untersuchungsmaterial, das einem 
Infizierten entnonunen wurde, die Wirkung einer die RT-Aktivitat 
hemmenden Substanz an der zu einem bestimmten Zeitpunkt vorherr- 
schenden Population aktiver Retroelemente eruiert werden. 

Zusammenf assend ist der PERT Assay bei zahlreichen Fragestel- 
lungen aus Forschung, Diagnostik, Klinik und Produktekontrolle 
sinnvoll anwendbar . 

Kits xur einfachen Durcbfiilirang von PERT Assays 

Ein wichtiger Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft Kits fur 
den Nachweis von RT-Aktivitat in einem Untersuchungsmaterial 
mittels des PERT Assay. Der Begriff "Kit", wie er hierin verwendet 
wird, bezeichnet einfach abgepackte und leicht verwendbare Hilfs- 
mittel und Reagentien zum Durchf uhren von PERT Assays . Der Inhalt 
eines Kit wird massgeblich durch den Verwendungszweck und die 
Variante oder Version des PERT Assay, die zur Anwendung gelangt, 
bestimmt. Der Begriff "Kit" beinhaltet einerseits "Screening-Kits", 
welche der Abklarung der Frage dienen, ob in einem Untersuchungsma- 
terial RT-Aktivitat vorhanden ist, und die im Falle eines positiven 
Testresultats keine Aussage bezuglich der Herkunft derselben zu- 
lassen. Der Begriff "Kit" beinhaltet andererseits auch "Typisie- 
rungs-Kits", welche der Abklarung der Frage nach der Herkunft oder 
Ursache einer mittels eines "Screening-Kits" nachgewiesenen 
RT-Aktivitat dienen bzw. Aufschluss dariiber geben, durch welches 
Retroelement , oder durch welche Gruppe miteinander verwandter 
Retroelemente, diese Aktivitat bedingt ist. Die Zusammenset zung der 
Reagentien verschiedener Typisierungskits wird u.a. bestimmt durch 
die Spezies, von welcher das Untersuchungsmaterial stammt, sowie 
das Spektrum und die Haufigkeit der in dieser Spezies oder einer 
bestimmten Untersuchungspopulation bekannterweise vorkommenden 
Retroelemente. 
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Kits zum Nachweis von RT-Aktivitat (Screening-Kits) 



rn einem solchen Kit kann das Folgende enthalt 



en sein: 



fur Schritl- 1 des PERT Assay: 

(1) Geeignete Filter zur Entfernung unerwunschten partikulSren 
Materials aus dem Untersuchungsmaterial; 

(2) geeignete Reagentien oder Hilfsxnit'tel zur Anreicherung der 
RT-AJct.vxt.t in einer fur die weitere Verarbeitung besti:r™tan 
Fraktion oder Phase des Untersuchungsmaterials; 

(3) ein geeignetes Reagens zur schonenden Extraction von RT-AJctiv- 
itat aus einer fur die weitere Verarbeitung bestimmten Fraktion 
Oder Phase; 

(4) eine aus einer oder . mehreren Losungen sich zusanunensetzende 
RT-Mastermischung, welche - mit Ausnahme der RT-Aktivitat - alle 
fur die RT-Reaktion erf orderlichen Reagentien in geeigneter 
Konzentration in einer geeigneten Pufferlosung enthalt; in dieser 
Mastern^ischung sind insbesondere enthalten eine entsprechend dem 
xn Schritt 2 verwendeten Amplif ikationsverf ahren ausgewahlte 
geeignete Template-Primer-Kombination, die benotigten dNTPs, ein 
geeignetes divalentes Kation (Mn.. und/oder Mg..) und andere die 
Reaktion ixn Sinne optimaler Spezifitat und Sensitivitat gunstig 
beemflussende Substanzen; 

(5) eine positive RT Kontrolle, bestehend aus einer Losung, die 
erne enzymatisch aktive RT enthalt; 

(6) eine negative RT Kontrolle, bestehend aus einer Losung, die 
kexne enzymatisch aktive RT enthalt; 

(7) falls aufgrund der Bedingungen des in Schritt 2 verwendeten 
Nukleinsaureamplifikationsverfahrens erforderlich oder wunschens- 
wert, ezn oder mehrere geeignete Reagentien zur enzymatischen 
und/oder chemischen Degradation der RNA; zudem eine geeignete 
Waschlosung zum Wegwaschen derselben, sofern Bindung der cDNA an 
e^nen Carrier einen Waschprozess gestattet, oder eine Neutralisati- 
onslosung, welche danach beziiglich pH> Salzkonzentrationen, 
degradierenden Reagentien wieder Reaktionsbedingungen scha^ft, 
welche die Durchfiihrung der gemSss der gewahlten Variante oder 
version des PERT Assay notwendigen nachf olgenden Reaktionen 
liberhaupt zulassen; 
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(8) eine oder mehrere Losungen, enthaltend die Reagentien wie 
Enzyme, Primer bzw. andere Oligonukleotide, Reportersonden, dNTPs, 
bzw. rNTPs, die gemass der gewahlten Variante und Version des PERT 
Assay benotigt werden fur entweder die Transformation der cDNA in 
eine Nukleinsaure, die das Edukt von Schritt 2 darstellt, oder fur 
die spezifische Hybridisierung, an die cDNA, einer Reportersonde/ 
welche entweder in Schritt 2 als Edukt verwendet wird oder von 
welcher ausgehend eine Nukleinsaure gebildet wird, die in Schritt 
2 als Edukt verwendet wird, sowie in diesem Fall eine geeignete 
Waschiosung fur das Wegwaschen der nicht-hybridisierten uberschus- 
sigen Reportersonde; 

fur Schritt 2 des PERT Assay: 

(9) eine oder mehrere Losungen enthaltend die je nach der PERT 
Variante und Version noch zusatzlich benotigten Primer bzw, anderen 
Oligonukleotide, Enzyme, dNTPs, rNTPs; 

fur Schritt 3 des PERT Assay; 

(10) der verwendeten PERT Assay-Variante oder -Version angepasste 
Reagentien und Reaktionsgef asse fur die Analyse des aus Schritt 2 
resultierenden Amplif ikationsprodukts . 

Kits zur Typisierung von RT Aktivitat 

Diese Kits dienen dazu, die im PERT-Assay nachgewiesene RT-Aktivi- 
tat einem bestimmten Retroelement oder einer Gruppe miteinander 
verwandter Retroelemente zuzuordnen. Dies geschieht mittels 
Reagentien, die mit zumindest einer charakteristischen Determinante 
eines bestimmten, RT aufweisenden Retroelements, oder einer Gruppe 
solcher Retroelemente, spezifisch zu reagieren vermogen . 

Das Typisierungskit kann enthalten: 

(1) Typisierungsreagens : enthaltend mindestens ein geeignetes 
Reagens mit ausreichender Affinitat und Spezifitat fur mindestens 
eine Determinante, die fur ein bestimmtes Retroelement oder einer 
Gruppe miteinander verwandter Retroelemente charakterist isch ist. 
Die mit dem Typisierungsreagens reagierenden charakterist i- 
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schen Determinanten sind Bestandteil eines Partikels Oder Frag- 
ments, welches mit RT assoziiert ist, Oder sie sind auf dem Enzym 
selbst lokalisiert. Im letzteren Fall kann das Typisierungsreagens 
auch direkt gegen .den "active site" des Enzyms Oder dessen Nach- 
barschaft gerichtet sein und die. Enzymaktivitat inhibieren. Die 
charakteristischen Determinanten bzvr, das Typisierungsreagens - 
miissen jedenfails so gewahlt werden, dass die Interaktion des ^ 
Typisierungsreagens mit den Determinanten auch Interaktion - direkt 
Oder indirekt - mit der RT bedeutet. 

Das Typisierungsreagens kann aus mono- *oder polykionalen 
Antikorpern mit Spezifitat fur zumindest eine der charakteristi- 
schen Determinanten oder aus anderen Proteinen, pharmakologischen 
Substanzen oder anderen Moiekulen jeglicher Art, die mit zumindest 
einer der betreffenden Determinanten eine spezifische Bindung 
eingehen,. bestehen. - • 

Direkt gegen die RT gerichtete Reagentien sind bevorzugter- 
weise nacb Aufbereitung des Untersuchungsmaterials, aber vor dem 
Einbringen desselben in Reaktion (3) von Schritt 1, dem Untersu- 
chungsmaterial beizufiigen und die Mischung wahrend geeigneter Zeit 
zu inkubieren, 

Gegen andere Determinanten gerichtete Reagentien sind wahrend 
der Materialaufbereitung an dem dafur optimalen Zeitpunkt zuzufii- 
gen. 

Das Typisierungsreagens kann in geloster Form zugegeben 
werden, besonders wenn es direkt enzyminhibierende (neutralisieren- 
de) Aktivitat aufweist. Ein nicht-neutralisierendes Typisierungs- 
reagens kann an einen Carrier gebunden vorgelegt werden oder kann, 
falls in geloster Form vorliegend, mit reaktiven Gruppen versehen 
sein, die es mittels irgendeiner der Fachwelt bekannten Fraktionie- 
rungsmethode ermoglichen, dass die RT-Aktivitat in der fiir den 
PERT-Assay bestimmten Fraktion entweder angereichert oder vermin- 
dert wird. - 
(2) Negatives Kontrollreagens: Mindesteris ein geeignetes, dem 
Typisierungsreagens aioglichst ahnliches Reagens, welches jedoch - 
keine Bindung mit der vom Typisierungsreagens erkannten Determinan- 
te Oder einer anderen mit der betreffenden RT direkt oder indirekt 
assoziierten Determinante eingeht. Das negative Kontrolireagens 
besteht, je nach Art des Typisierungsreagens, ebenfalls aus mono- 
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Oder polyklonalen Antikorpern, anderen Proteinen, pharmakologischen 
Substanzen oder anderen Molekiilen entsprechender Art und verhalt 
sich beziiglich der Fraktionierung gleich wie das Typisierungsrea- 
gens . 

(3) Positive RT Kontrolle: EnthSlt eine enzymatisch aktive 
Praparation von RT eines bestinunten, durch das Typisierungsreagens 
definierten Retroelements in geeigneter Konzent ration . 

(4) Negative RT Kontrolle: Enthalt eine geeignete RT, die nicht 
dem Typisierungsreagens entspricht und mit diesem nicht reagiert. 

(5) Fraktionierungsreagens: enthalt, falls eine Fraktionierung 
notwendig ist, alle fur diese erf orderlichen weiteren Komponenten . 
Das Fraktionierungsreagens ermoglicht, durch Interaktion mit dem 
Typisierungsreagens die an dieses gebundene RT in der fur den PERT 
Assay bestimmten Fraktion anzureichern oder zu vermindern. Das 
Fraktionierungsreagens kann beispielsweise ein Carrier sein, an 
welchen das Typisierungsreagens gebunden ist oder mittels reaktiver 
Gruppen gebunden wird, es kann auch ein immunologisches Reagens 
sein, welches das Typisierungsreagens prSzipitiert . Gleicherweise 
wird auch das negative Kontrollreagens mit dem Fraktionierungsrea- 
gens interagieren, nur wird die RT dadurch nicht beeinflusst, da 
sie mit dem negativen Kontrollreagens keine Bindung eingeht. 

Ein Typisierungskit kann die Reagentien (1) bis (4) von jeweils 
verschiedenen Retroelementen in beliebigen Kombinationen derselben 
enthalten. Die Reagentien sind bevorzugterweise in geeigneten 
Kombinationen assortiert, so dass die Erfassung der wichtigsten in 
einer bestimmten Untersuchungsgruppe vorkommenden Retroelemente 
mittels eines einzigen Kits moglich ist. Beispielsweise kann ein 
Typisierungskit fur den Nachweis von Retroelementen des Menschen 
die folgenden Typisierungsreagentien enthalten: solche mit 
Spezifitat fiir die Gruppe HIV, und innerhalb derselben solche mit 
Spezifitat fur entweder HIV-1 oder HIV-2; ferner solche mit 
Spezifitat fur die Gruppe HTLV, und innerhalb derselben solche mit 
Spezifitat fur entweder HTLV-l und HTLV-2; ferner ein solches mit 
Spezifitat fiir" Hepatitis B Virus. 

Erfindungswesentlich ist, dass der PERT (Product-Enhanced Reverse 
Transcriptase) Assay ein ultrasensitives 3-schrittiges Verfahren 
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2um Nachweis von Reverse Transcriptase (RT) Aktivitat ist. 

in einera ersten Schritt wird das Untersuchungsmaterial 
aiifgearbeitet, indem in einem Reaktionsgemisch eine Template- 
Primer-Kombination vorgelegt wird und die im" aufgearbeiteten 
Untersuchungsmaterial vorhandene RT-Aktivitat so zur Bereitstellung 
einer in einem bestimmten Nukleinsaureamplif ikationsverfahren zu . 
vermehrenden Nukleinsaure verwendet wird, dass eine solche 
ausschliesslich dann bereitgestellt wird, wenn im Untersuchungsma- 
terial RT-Aktivitat vorhanden ist. 

Im zweiten Schritt wird die zu vermehrende Nukleinsaure 
amplifiziert, wobei ein Amplif ikationsprodukt erzeugt wird, welches 
im dritten Schritt analysiert und ider.tifizieri: wird. 

Gegeniiber den herkomm.lichen RT-Assays wird mit dem. PERT Assay 
eine Sensitivitatssteigerung in der Grossenordnung von ■ mehreren 
Millionen erreicht. Die Erfindung ermoglicht den ultrasensitiven 
Nachweis von RT-AktivitMt und damit aller Retroviren sowie aller 
anderen Retroelemente, die aktive RT enthalten oder exprimieren, 
und ist von Wichtigkeit fiir die Diagnose von Infektionen und 
Krankheiten, die durch diese bei Mensch, Tieren und Pflanzen 
verursacht werden. PERT Assays warden in Forschung und Diagnostik 
als Screening- oder als Typisierungs- bzw. Konf irraations-Tests 
eingesetzt; die Erfindung umfasst entsprechende Kits. 
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Patentanspriiche : 

1, Verfahren zum qualitativen und quantitativen Nachweis von 
Enzymaktivitat des Typs der Reversen Transcriptase (RNA-abhangige 
DNA-Polymerase, Deoxynucleosidtriphosphat : DNA deoxynucleotidyl 
transferase) in einem Untersuchungsmaterial/ gekennzeichnet 
dadurch/ dass in einem 1. Schritt das Untersuchungsmaterial auf- 
gearbeitet wird, dass in einem Reaktionsgemisch eine Template- 
Primer-Kombination vorgelegt wird und dass die im auf gearbeiteten 
Untersuchungsmaterial vorhandene RT-Aktivitat so zur Bereitstellung 
einer in einem bestimmten Nukleinsaureamplif ikationsverf ahren zu 
vermehrenden Nukleinsaure verwendet wird, dass eine zu vermehrende 
Nukleinsaure nur dann bereitgestellt wird, wenn im Untersuchungsma- 
terial RT-Aktivitat vorhanden ist, wobei mindestens, ausgehend von 
der Template-Primer-Kombination, eine cDNA synthetisiert wird, 
indem mindestens Teile der Template-RNA revers transcribiert 
werden, dass in einem 2, Schritt die zu vermehrende Nukleinsaure 
amplifiziert wird, wobei ein Amplif ikationsprodukt erzeugt wird, 
und dass in einem 3, Schritt das Amplif ikationsprodukt analysiert 
und identif iziert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dass 
samtliche im Verfahren eingesetzten Nukleinsauren aus mindestens 
einer funktionellen Sequenz bestehen, wovon mindestens eine eine 
Hybridisierungssequenz ist . 

3, Verfahren nach Anspriichen 1-2, gekennzeichnet dadurch, dass 
samtliche im Verfahren eingesetzten Nukleinsauren, deren funktio- 
nelle Sequenzen und funktionelle Gruppen, die weiteren Reagentien 
und die gewahlten Reaktionsbedingungen derart untereinander und 
gegenuber dem Untersuchungsmaterial abgestimmt sind, dass die 
vorgegebene Spezifitat und Sensitivitat des Verfa-hrens gewahrlei- 
stet sind. 

4. Verfahren nach Anspriichen 1-3, gekennzeichnet dadurch, dass 
die Template-Primer-Kombination mindestens aus einer heteropo- 
lymeren Template-Nukleinsaure und mindestens einem RT-Primer 
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besteht, welcher eine Nukleinsaure ist , dass die Template- 
Nukleinsaure mindestens mit der am weitesten downstream liegenden 
Hybridisierungssequenz an einen RT-Primer hybridisiert ist, und 
dass der RT-Primer eine Hyfaridisierungssequenz am 3'-Ende enthalt, 
womit er an die Template-Nukleiqsaure hybridisiert ist. 

5. Verfahren nach Anspruchen 1-4, gekennzeichnet dadurch, dass 
ein Abschnitt der Template-Nukleinsaure aus RNA besteht, wobei 
dieser Abschnitt die Template-RNA ist und bevorzugterweise 
unmittelbar an das 5'-Ende der am weitesten downstream gelegenen 
Hybridisierungssequenz angrenzt, dass die Template-RNA derart 
ausgestaltet wird, damit sie als Regulator der SpezifitSt und 
Sensitivitat der RT-Reaktion wirkt, und dass die am weitesten 
downstream gelegene Hybridisierungssequenz der Template-NukieinsSu- 
re bevorzugterweise aus RNA besteht. 

6. Verfahren nach Anspruchen 1 - 5, geke.nnzeichnet dadurch, dass 
die Bereitstellung der zu vermehrenden Nukleinsaure derart erfolgt, 
dass die Template-Primer-Kombination alle funktionellen Sequenzen 
enthalt, welche fur die Bereitstellung der zu vermehrenden 
Nukleinsaure und deren Amplifikation notwendig sind, dass RT-Primer 
und Reaktionsbedingungen so gewahlt werden, damit auch die cDNA 
diese funktionellen Sequenzen enthalt, und dass die cDNA die zu 
vermehrende Nukleinsaure vollstandig. enthalt, wobei mindestens 
Anteile der zu vermehrenden Nukleinsaure durch die RT-Aktivitat 
synthetisiert wurden. 

7. Verfahren nach Anspruchen 1-5, gekennzeichnet dadurch, dass 
die Bereitstellung der zu vermehrenden Nukleinsaure derart erfolgt, 
dass die Template-Primer-Kombination mindestens einen Teil der 
funktionellen Sequenzen enthalt, welche fiir die Bereitstellung der 
zu vermehrenden Nukleinsaure und deren Amplif ikation notwendig 
sind, dass RT-Primer und Reaktionsbedingungen so gewShlt werden, 
damit die cDNA diese funktionellen Sequenzen mindestens teilweise 
enthalt, und dass mindestens Anteile der im Nukleinsauregemisch 
vorliegenden cDNA, die mindestens teilweise durch die RT-Aktivitat 
synthetisiert wurden, das Edukt einer .Reaktion Oder einer Rsa.kti- 
onsfolge bilder., welche zur z-j vermehrenden Nukleinsaure fuhren. 
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wcbei noch fehlende f unict ionelle Sequenzen mittels einer weiteren 
Nukieinsaure eingebrachr. werden. 

8. Verfahren nach Anspriichen 1-5, gekennzeichnet: dadurch, dass 
die Bereitstellung der zu vermehrenden Nukieinsaure derarr erfolgt, 
dass die Template-Primer-Kombination alle f unktionellen Sequenzen 
enthalt, welche fur die Bereitstellung der zu vermehrenden 
Nukieinsaure und deren Amplif ikat ion notwendig sind, dass die 
Template-Nukleinsaure upstream der Template-RKA eine Template-DNA 
enthalt, welche mindestens eine notwendige funktionelle Sequenz 
aufweist, dass RT-Primer und Reaktionsbedingungen so gewahlt 
werden, damit auch die cDNA diese f unktionellen Sequenzen enthalt, 
dass die cDNA mit der Template-Nukleinsaure in Form einer cDNA- 
Template-Duplex vorliegt, und dass die cDNA-Template-Duplex die zu 
vermehrende Nukieinsaure enthalt. 



9. Verfahren nach Anspruchen 1-5, gekennzeichnet dadurch, dass 
die Bereitstellung der zu vermehrenden Nukieinsaure derart erfolgt, 
dass die Template-Primer-Kombinat ion alle f unktionellen Sequenzen 
enthalt, welche fur die Bereitstellung der zu vermehrenden 
Nukieinsaure und deren Amplif ikation notwendig sind, dass die 
Template-Nukleinsaure upstream der Template-RNA eine Template-DNA 
enthalt, dass RT-Primer und Reaktionsbedingungen so gewahlt werden, 
damit die cDNA diese f unktionellen Sequenzen mindestens teilweise 
enthalt,, dass die cDNA mit der Template-Nukleinsaure in Form einer 
cDNA-Template-Duplex vorliegt, und dass die cDNA-Template-Duplex 
das Edukt einer Reaktion oder Reaktionsf olge bildet, welche zur zu 
vermehrenden Nukieinsaure f uhrt . 

10. Verfahren nach Anspruchen 1-5, gekennzeichnet dadurch, dass 
die Bereitstellung der zu vermehrenden Nukieinsaure derart erfolgt, 
dass die Template-Nukleinsaure mindestens eine weitere Hybridisie- 
rungssequenz enthalt, dass die cDNA an einen Carrier gebunden wird, 
dass die Selektion mindestens einer Reportersonde mittels spezifi- 
scher Hybridisierung und mittels Wegwaschen ungebundener Reporter- 
sonde direkt Oder indirekt bewirkt wird, und dass die Reportersonde 
die zu vermehrende Nukieinsaure e.-:thalt . 
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11. Verfahren nach Anspruchen 1-5, gekennzeichnet dadurch, dass 
die Bereitstellung der zu vermehrenden Nukleinsaure derart. erfolgc, 
dass die Templare-Nukieinsaure mindestens eine weitere Hybridisie- 
rungssequenz enthalt:, dass die cDNA an einen Carrier gebunden wird, 
dass die Selection mindestens einer Reportersonde mitteis spezifi- 
scher Hybridisierung und mitteis Wegwaschen ungebundener Reporter- 
sonde direkt Oder indirekt bewirkt. wird, und dass die Reportersonde 
das Edukt einer Reaktion Oder Reaktionsf olge bildet, welche zur zu 
vermehrenden Nukleinsaure fiihrt, 

12. Verfahren nach Anspruchen 1-5, gekennzeichnet dadurch, dass 
die Bereitstellung der zu vermehrenden Nukleinsaure derart erfolgt, 
dass die Tempiate-Nukleinsaure mindestens eine weitere Hybridisie- 
rungssequenz enthalt, dass die Selektion mindestens einer Reporter- 
sonde mitteis spezifischer Hybridisierung direkt Oder indirekt 
bewirkt wird, und dass die Reportersonde das Edukt einer Reaktion 
Oder Reaktionsf olge bildet, welche zur zu vermehrenden Nukleinsaure 
f iihrt . 

13. Verfahren nach Anspruchen 1 - 5, gekennzeichnet dadurch, dass 
die Bereitstellung der zu vermehrenden Nukleinsaure derart erfolgt, 
dass die Tempiate-Nukleinsaure an ihrem 5'-Ende eine weitere 
Hybridisierungssequenz enthalt, dass die cDNA mit der am 3'-Ende 
gelegenen Hybridisierungssequenz an eine Reportersonde hybridisierr 
wird, wodurch eine zumindest teilweise doppelstrangige DNA. 
entsteht, und dass die letztere das Edukt einer Reaktion bildet, 
welche zur zu vermehrenden Nukleinsaure f iihrt . 

14 . Verfahren nach Anspruchen 1-5, gekennzeichnet dadurch, dass 
die Bereitstellung der zu vermehrenden Nukleinsaure derart erfolgt, 
dass die Tempiate-Nukleinsaure an ihrem 5'-Ende eine weitere 
Hybridisierungssequenz enthalt, dass die cDNA an einen Carrier 
gebunden wird, dass die Selektion mindestens einer Reportersonde 
mitteis spezifischer- - Hybridisierung der am 3'-Ende gelegenen 
Hybridisierungssequenz der cDNA und mitteis Wegwaschen ungebundener" 
Reportersonde bewirkt wird, wodurch eine zumindest teilweise 
doppelstrangige DNA entsteht, und dass die letztere das Edukt einer 
Reaktion bildet, welche zur zu vermehrenden Nukleinsaure f iihri . 
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15. Verfahren nach Anspriichen 1 - 5, 7, 9. 10, 11, 13 unci 14 
gekennzeichnet dadurch, dass die in Schritt 1 bereitgestellce zu 
vermehrende Nukleinsaure eine replikative RNA ist, die in Schritt 
2 mitteis eines RNA-Replikationssystems amplif iziert wird, wobei 
fur die replikative RNA die Reaktionsbedingungen so gewahlt werden/ 
dass deren Stabilitat garantiert wird. 

16. Verfahren nach Anspriichen 1-8, 10, 11 und 13 gekennzeichnet 
dadurch, dass die in Schritt 1 bereitgestellte zu vermehrende 
Nukleinsaure eine replikative DNA ist, die in Schritt 2 mitteis 
eines DNA-Replikationssystems amplifiziert wird, 

17. Verfahren nach den Anspruchen 1 - 6, und 10 gekennzeichnet 
dadurch, dass die zu vermehrende Nukleinsaure mitteis einer 
Polymerase Chain Reaction (PCR) oder mitteis einer Ligase Chain 
Reaction (LCR) oder mitteis einer Kombination einer LCR -und PCR 
amplifiziert wird. 

18. Verfahren nach den Anspruchen 1 - 11, und 13 gekennzeichnet 
dadurch, dass die Template-R^^A nach der RT-Reaktion eliminiert 
wird, dass die zu vermehrende Nukleinsaure mitteis eines auf 
Transcription basierenden mult ienzymatischen Verfahrens amplifi- 
ziert wird, und dass nach erfolgter Elimination der Template-RKA 
die .Reaktionsbedingungen so gewahlt warden, damit die Stabilitat 
von RNA gewahrleistet wird. 

19. Verfahren nach Anspruchen 1-5, 12 und 14 gekennzeichnet 
dadurch, dass die zu vermehrende Nukleinsaure mitteis eines zykli- 
schen Verfahrens amplifiziert wird, welches die Synthese einer 
doppelstrangigen DNA und deren Verdauung mitteis eines Restrik- 
tionsenzyms beinhaltet . 

20. Verfahren nach.- Anspruchen 15 - 17, und 19, gekennzeichnet 
dadurch, dass " nach erfolgter RT-Reaktion die Te'mplate-R:;A als 
Reaktionsteilnehmer eliminiert wird . 
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21. Verfahren nach Anspriichen 1 - 20, gekennzeichnet dadurch, dass 
die RT-Aktivitat mit einem Rerroelement assoziiert ist, das 
natiirlicherweise existiert, durch Rekorabination entstanden ist Oder 
durch genetische Manipulation erzeugt wurde, und dessen Wirt eine 
prokaryotische oder eukaryotische Zelle menschlichen, tierischen 
Oder pflanzlichen Ursprungs oder ein Einreller ist, Oder dass die 
RT-Aktivitat mit Fragmenten solcher Zellen, oder mit zellularen 
Oder subzellularen Element en, Viren oder Partikeln jeglicher Art 
assoziiert ist. 

22. Verfahren nach Anspriichen 1 - 21, gekennzeichnet dadurch, dass 
das Untersuchungsmaterial mindestens teilweise aus biologischem 
Material besteht, oder daraus hergestellt oder modifiziert wird, 
und dass es eine Fliissigkeit ist oder ein Stoff, der in eine 
losliche Form oder Suspension gebracht wird. 

23. Verfahren nach den Anspriichen 1 - 2-2, gekennzeichnet dadurch, 
dass die Aufbereitung des Untersuchungsmaterials durch ein 
lytisches Verfahren, vorzugsweise durch Lyse von Viruspartikeln 
i^it-tels Decergentien erfolgt. 

24. Anwe.ndu.-ic des Verfahrens nach Anspriichen 1-23 zur Diag.nose 
von Erkrankungen, gekennzeichnet dadurch, dass die RT-Aktivitat mit 
den Erkrankungen assoziiert ist, wobei diese mit den im Verfahren 
implizierten Agentien assoziiert sind oder durch diese verursacht 
werden . 

25. Anwendung des Verfahrens nach Anspriichen 1-23 zur Quantifi- 
zierung des "virus load", gekennzeichnet dadurch, dass mittels 
eines quantitativen Verfahrens die in einer bestimmten Menge 
Untersuchungsmaterial vorhandene RT-Aktivitat quantitativ bestimmt 
wird. 

26. Anwendung des Verfa.hrens nach Anspriichen 1-23 zum Screening 
biologischer Produkte, geke.nnzeichnet dadurch, dass biologische 
Produkte auf das Vorhandensein bzw. die Abwesenheit von RT- 
Aktivitat untersucht werden, oder dass durch die Bestimmung der 
-RT-Akcivitat die Wirksamkeit eines Verfahrens kontrolliert wird. 



BNS0OCID:<WO 9323S60A1> 



wo 93/23560 W W PCT/CH93/001 16 

117 

das vorgangig zur Inakrivierung von Renroelemente-assoziierter RT- 
Aktivitar eingesetzt wurde . 

27. Anwendung des Verfahrens nach Anspruchen 1-23 zur Prufunc 
der Kermnwirkung einer Substanz, gekennzeichnet dadurch, dass anhand 
der im Untersuchungsmaterial anwesenden RT-Aktivitat die Wirkung 
einer die RT-Aktivitat hemmenden Substanz gepruft wird. 

28. Anwendung des Verfahrens nach Anspruchen 1-23 zur Bestimmung 
der RT-Aktivitat im Rahmen von Untersuchungen mit Forschungscharak- 
cer . 

29. Screening-Kit zur Durchfuhrung des Verfahrens nach Anspruchen 
1 - 28, enrhaltend geeignete Reagentien und Hilfsmittel zur 
Aufbereirung des Untersuchungsmaterials , fur die Bereitstellung der 
zu vermehrenden Nukleinsaure, fur das Nukleinsaureamplif ikati'ons- 
verfahren, fur die Analyse des Antplif ikationsprodukt s und zumindesr 
eine positive und zumindest eine negative RT-Kontrolle . 

30. Typisierungs-Kics zur Durchfuhrung des Verfahrens nach 
Anspruchen 1 - 28> enthaltend mindestens ein Typisierungsreagens , 
rr.indestens ein positives sowie mindestens ein negatives Kontroll- 
reagens . 

31. Typisierungskir fur die Humanmedizin nach Anspruchen 1 - 28, 
und 30 umfassend Reagentien zur Ident if ikation von RT-Aktivitat, 
die mit KIV, HTLV, Hepatitis B-Virus oder anderen Retroelementen, 
die den ^5enschen als Wirt haben, assoziiert ist. 

32. Typisierungskit fiir die Veterinarmedizin nach den Anspruchen 
1 - 28, und 30 umfassend Reagentien zur Identif ikation von RT- 
Aktivitat, die mit jeweils denjenigen Retroelementen, die eine 
bestimmte Tierspezies als Wirt haben, assoziiert ist. 

33. Typisierungskit fur die Agrobiologie nach Anspruchen 1 - 28, 
una 30 umfassend Reagentien zur Ident if ikation von RT-Aktivitat, 
die mit Caulimoviren oder anderen Retroelementen, die eine Pflar.ze 
als Wirt haben, asscziiert ist. 
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3A. Kit nach den Anspriichen 1 - 33, gekennzeichnet dadurch, dass 
in Schritt 3 des Verfahrens ein Partikelagglutinationsassay zu:?. 
Nachweis des Produkts von Schritt 2 verwendet wird, und dass das 
Kit geeignete Partikel umfasst; die derart mit zumindest einem 
Liganden Oder einer Nukleinsaure bescHichtet sind, damit es zu 
einer sichtbaren Agglutination der Partikel konunt, wenn sich diese 
selekt iv mit reaktiven Gruppen oder einer Sequenz, die fur das 
amplifizierte Produkt aus Schritt 2 des Verfahrens charakteristisch 
sind, verbindet . 
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